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RESUMEN

Los linfomas no Hodgkin de estirpe B son neoplasias malignas de origen linfoide, el
linfoma difuso de célula grande y el linfoma folicular son las variantes mas frecuentes.
Ambas entidades han visto modificado su evolucién natural tras la introduccién del
rituximab, anticuerpo monoclonal anti CD 20. Los factores prondsticos clasicos en la era
prerituximab se han visto modificados tras la introduccién del anticuerpo y algunos de
ellos han perdido su valor. El tratamiento con inmunoquimioterapia ha conseguido
aumentar la supervivencia libre de progresién , la supervivencia global y las tasas de
respuestas tanto en los linfomas difusos de célula grande como en los linfomas
foliculares. La adicién del anticuerpo ha conseguido disminuir el porcentaje de recaidas
precoces, entendidas como las que ocurren en los dos primeros afios y hemos podido
demostrar que las recaidas precoces son las que confieren peor pronéstico en ambas
entidades histologicas. A pesar de las mejoras en los tratamientos siguen existiendo un
porcentaje nada desdefiable de pacientes que recaen en los primeros afos tras el
diagnostico, las recaidas en linfomas difusos pueden variar segin las series entre un 20
y un 40% de los casos, y de estas solo una pequefia minoria seran rescatables con los
tratamientos posteriores. En el caso de los linfomas foliculares las tasas de recaidas han
disminuido considerablemente tras la introduccién del rituximab pero en nuestra serie
hasta un 30% de los pacientes tratados con inmunoterapia recaen. Existe una evidente
necesidad de busqueda de nuevos factores prondstico que nos seleccionen a los
pacientes de una forma mas adecuada. Sabemos que las caracteristicas bioldgicas
moleculares pueden marcar diferencias en el comportamiento tumoral y es por ello que
decidimos ahondar en el estudio molecular de los linfomas a través de una fuente de
material genético facilmente accesible como son los exosomas. En el avance de la ciencia
hemos detectado material genético tumoral en la sangre de nuestro pacientes y los
exosomas emergen como una fuente de material genético accesible y estable, haciéndolo
idéoneo para su estudio. Hemos aislado en el plasma de pacientes, exosomas que
contienen mRNA de genes que en la literatura se han relacionado con el pronéstico de
los linfomas ( bcl-6, bcl-xl, c-myc, pten, AKT y NF-kB) pre y post tratamiento con
inmunoquimioterapia y hemos observado su valor prondstico en nuestra serie de
pacientes. Se observan diferencias en la expresion de mRNA en los exosomas de los
pacientes tras el tratamiento con inmunoquimioterapia, la presencia de mRNA de bcl-6 y
la pérdida de expresion de pTEN tras los tratamientos parece asociarse con peor
pronostico y la presencia de c-myc pre tratamiento se asocia con una respuesta parcial
de la enfermedad. Existen diferencias en la expresion de bcl-6 y pten entre individuos
sanos y pacientes afectos de linfoma.
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Es necesario continuar esta linea de investigacion para una correcta caracterizacion de
los linfomas y poder diseflar estrategias mas precisas de tratamiento acorde a las
caracteristicas moleculares de los linfomas.
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INTRODUCCION I

[. INTRODUCCION

1 LINFOMAS NO HODGKIN

Los linfomas de Hodgkin y los linfomas no Hodgkin (LNH) son las neoplasias malignas
derivadas de los componentes celulares del sistema inmune y, en particular de los
linfocitos y de sus precursores. Constituye un grupo heterogéneo formado por mas de 50
enfermedades, con amplias diferencias clinicobiolédgicas, prondsticas y terapéuticas, por
lo que resulta dificil unificarlas.

Los Linfomas no Hodgkin se definen como un grupo de tumores s6lidos malignos del
tejido linfoide en su mayoria derivados de las células B progenitoras, las células T
progenitoras, las células B maduras o las células T maduras.

1.1 Epidemiologia:

El linfoma no Hodgkin tuvo una incidencia creciente en los paises desarrollados desde
los afios 50 y sus tasas de incidencia casi se duplicaron desde 1973 al 2000 pero se ha
estabilizado desde entonces!. En Espafia se cumple esta misma tendencia? Esto hace que
los Linfomas no Hodgkin sean ya el sexto tumor por incidencia en el mundo y el quinto
por mortalidad.

En este incremento inciden algunos factores que estan claramente identificados, como
la influencia en la mejora de las técnicas diagnosticas y los sistemas de recogida de
informacién, o la parte que se explica por los linfomas asociados a situaciones de
inmunodeficiencia ( SIDA, Trasplantes)3. Pero queda una parte del aumento de la
incidencia que no esta explicado y que hay que atribuir a variaciones en la incidencia de
factores etiologicos no totalmente conocidos. Como el aumento aparece no sélo en cifras
absolutas, sino también en tasas ajustadas por edad, tampoco puede atribuirse de forma
exclusiva al envejecimiento de la poblacién.

Los Linfomas no Hodgkin, tanto los indolentes como los agresivos, tienen una

incidencia creciente con la edad, y esto se repite en todos los paises, pero las diferencias
son mas acusadas para los linfomas foliculares.
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Linfoma no Hodgklin: Tasas de incidencia por edad (2006-2010)
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Figura 1. | El gje horizontal muestra edades en intervalos de 5 afios. El eje vertical muestra la frecuencia de nuevos
casos de linfoma no Hodgkin cada afio por cada 100,000 personas, por grupo etario. La incidencia de linfoma no
Hodgkin aumenta significativamente con la edad. Mientras se dan menos de 8 casos por cada 100,000 personas
cerca de los 40 afios de edad, la incidencia aumenta progresivamente a 119.4 csos por cada 100,000 personas en
aqudlas que ticnen de B0 a 84 afios. (Fuente: Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales [SEER,
por sus siglas en inglés] del Instituto Nacional del Cincer; ._[]]jl

Los linfomas no Hodgkin son mas frecuentes en hombres que en mujeres, y el aumento
de incidencia se da en ambos sexos, por lo que las diferencias se mantienen.

Las diferencias en funcion de la raza han sido estudiadas en EEUU, y se ha determinado
que son mas frecuentes en la raza blanca* Sin embargo, la posible incidencia en esa
diferencia de factores socioecondémicos, ambientales o laborales no esti totalmente
descartada.

Se detecta también una mayor incidencia en paises de elevado nivel econémico y en
personas de nivel sociocultural alto.

1.2 Etiopatogenia:
En la mayoria de los pacientes, no hay una causa conocida e identificable.

Aunque hay una serie de circunstancias o enfermedades que pueden predisponer al
desarrollo de un linfoma no Hodgkin. Entre estas situaciones predisponentes se
encuentran: los tratamientos previos con agentes inmunosupresores, quimioterapia,
radioterapia o trasplante de érganos. También se han asociado a algunas infecciones
como la provocada por el virus HIV-1, HTLV-], infecciones por Epstein-Barr, hepatitis C,
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Borrelia burdorferi, o a enfermedades del tejido conectivo como Lupus eritematoso,
artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, crioglobulinemia mixta e incluso a
determinadas enfermedades gastrointestinales como la enfermedad de Crohn o gastritis
cronica por Helicobacter pylori a algunos tipos especiales de linfomas
gastrointestinales>.

Hay evidencia de riesgo entre el personal expuesto a plaguicidas®.

1.3 Patogenia y Biologia Molecular:

El sistema linfoide tiene una enorme complejidad, y en él participan un gran nimero de
lineas celulares y lugares anatémicos, regulados por multiples mecanismos moleculares.
En este contexto, se entiende que sea muy dificil resumir los mecanismos patogénicos
que conducen al desarrollo de un LNH, pues en él estan implicadas muy diversas
alteraciones genéticas y moleculares, no habiendo un mecanismo tnico que explique la
totalidad del proceso.

Los LNH pueden proceder de linfocitos By T y de sus precursores.

Los linfomas secundarios a alteraciones de las células precursoras ( como el
linfoblastico) son mas probables en la nifiez, cuando el tamafio de ese compartimiento
celular es mayor. Sin embargo, los secundarios a alteraciones de poblaciones mas
diferenciadas aparecen con mayor frecuencia en los adultos. Cuando lo que hay es un
problema en la diferenciacién ( linfomas foliculares), se acumulan de modo progresivo
células diferenciadas detenidas en algiin punto de su maduracion. Estos linfomas son
practicamente desconocidos en los nifos debido al prolongado tiempo necesario para
generar una neoplasia por este mecanismo.

1.4 Mecanismo de generacion de neoplasias linfoides:

Las neoplasias linfoides se caracterizan por la autonomia, es decir, por la ausencia de
respuesta apropiada a los mecanismos de reguladores de la diferenciacién y
proliferacion. Se generan, como la mayoria de los canceres humanos, por acumulacién
progresiva y clonal de lesiones genéticas que afectan a protooncogenes y a genes
supresores de tumores. Como consecuencia de ello, la célula se vuelve refractaria a la
regulacion de su proliferacion y diferenciacion. La mutacidn, translocaciéon o deleccién
del material genético, o la insercion de genes extrafios en las células, son los mecanismos
que pueden provocar estos cambios genéticos.
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Pero son necesarios otros cambios, las células que se han transformado en malignas
podrian ser reconocidas y destruidas por las células citotoxicas de vigilancia
inmunolégica, porque expresarian antigenos alterados o de origen viral.

Es necesaria la existencia de una alteraciéon funcional simultinea del sistema de
vigilancia inmunolégica o la supresién de las moléculas de superficie que participan en
el reconocimiento inmune, lo que evitaria su destruccion.

Se pueden suponer al menos tres mecanismos para el desarrollo de una neoplasia
linfoide:

- Una alteracién genética trastorna los mecanismos de regulacion y limitaciéon del
crecimiento. Produce una célula precursora normal, pero en rapida proliferacion.
Por este mecanismo pueden explicarse el origen de los linfomas de muy alta
malignidad ( Linfoma de Burkitt)

- Un cambio genético ocurrido sobre unas células mas diferenciadas y activadas
producirda una acumulacién anormal de células de su mismo nivel de
diferenciacién. El origen seria, por ejemplo, una mutacién puntual o una
deleccion de un gen supresor. Esto explicaria el origen de algunos linfomas de
células grandes.

- Un cambio genético produce un bloqueo primario de la diferenciacién, o bien
impidiendo la salida de las células del compartimiento diferenciado, o
produciendo un cierto grado de inmortalidad a dichas células por bloqueo de la
apoptosis. Estos procesos tendran como resultado un aumento del tiempo de vida
de las células y una acumulacién progresiva de las mismas, detenidas en algin
punto de su maduracién. Este podria ser el mecanismo caudal de linfomas de bajo
grado de malignidad.

1.5 Histopatologia y clasificacion:

El factor pronéstico mas importante de los LNH es la variedad histoldgica, por lo que su
exacta tipificacion es un requisito imprescindible. En 1982 se publican los resultados de
un consenso llamado Working Formulation (WF) que divide los linfomas en bajo grado ,
intermedio y alto grado. A medida que se desarrollan técnicas inmunolégicas y
genéticas, la clasificacion de WF se quedo obsoleta y es por eso que patélogos de Europa
y Estados Unidos proponen una nueva clasificaciéon , la Revised European American
Lymphoma ( REAL) . Desde 1995 los miembros de las sociedades europeas y
estadounidenses de hematopatologia colaboran en la realizacién de una clasificacién
nueva de la Organizaciéon Mundial de la salud (OMS), que representa una version
actualizada de la clasificacion REALY.
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NEOPLASIA DE CELULAS B

1.- Neoplasia de células B precursoras: leucemia linfoblastica aguda de células B
precursoras/ linfoma linfoblastico ( LLB)
2.- Neoplasia de células B periféricas.

. LLC de células B/ linfoma linfocitico de células pequefias.
. Leucemia prolinfocitica de células B

. Linfoma linfoplasmocitario/inmunocitoma.

. Linfoma de células del manto.

. Linfoma folicular

S o o0 T o

Linfoma extraganglionar de células B de la zona marginal del tipo de tejido linfatico
asociado a mucosas (MALT).

g. Linfoma ganglionar de células B de la zona marginal (+/- células B monocitoides)

h. Linfoma esplénico de la zona marginal (+/- linfocitos vellosos)

i. Leucemia de células pilosas

j. Plasmocitoma/ mieloma de células plasmaticas.

k. Linfoma difuso de célula B grandes

l. Linfoma de Burkitt

NEOPLASIAS DE CELULAS TY DE CELULAS NK

1.- Neoplasia de células T precursoras: leucemia linfoblastica aguda de células T
precursoras y LLB.
2.- Neoplasia de células T y de células NK periféricas.
LLC de células T/ leucemia prolinfocitica.
Leucemia linfocitica de células T granulares.
Micosis fungoide/ Sindrome de Sézary.
Linfoma de células T periféricas, sin otra indicacion.
Linfoma hepatoesplénico de células T d/y.
Linfoma similar a la paniculitis subcutdnea de células T.
Linfoma angioinmunoblastico de células T.
Linfoma extraganglionar de células T/ NK, tipo nasal.
Linfoma intestinal de células T, tipo enteropatico.
j. Linfoma de células T adultas/leucemia (virus linfotr6fico humano de células T
(VLHT)1+).
k. Linfoma anaplésico de célula grande, tipo sistémico primario.
l.  Linfoma anaplésico de célula grande, tipo cutdneo primario.
m. Leucemia de células NK de crecimiento rapido.

5@ Mmoo a0 o

—-

LINFOMA DE HODGKIN (LH)

1.- LH con predominio linfocitico nodular.
2.- LH clasico

LH con esclerosis nodular.

LH clasico rico en linfocitos.

LH de celularidad mixta.

LH con agotamiento de linfocitos.

2o oW
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Para facilitar el uso clinico practico de esta clasificacion un amplio panel
de expertos dividio los LNH en tres grandes grupos de riesgo

Clasificacion de los Linfomas No Hodgkin de la OMS

» Linfomas Indolentes
= Neoplasias de células B
= Linfoma linfocitico de células pequenas / leucemia linfocitica
crénica de células pequenas
= Linfoma linfoplasmocitico ( +- Macroglobulinemia de
Waldenstrom)
= Mieloma de células plasmaticas / plasmocitoma
* Leucemia de células pilosas
» Linfoma Folicular ( grados [y II)
* Linfoma de células B de la zona Marginal
= Linfoma de células en Manto
= Neoplasias de células T
* Leucemia linfocitica de células granulares T grandes.
» Micosis fungoides
* Leucemia prolinfocitica de células T.
= Neoplasias de células Killer naturales
» Leucemia linfocitica de células granulares grandes natural killer
» Linfomas Agresivos
= Neoplasias de células B
* Linfoma folicular ( Grado III)
= Linfoma difuso de células grandes
= Linfoma de células en Manto
= Neoplasias de células T
= Linfoma periférico de células T
» Linfoma de células grandes anaplasico / T null cell
» Linfomas muy agresivos
= Neoplasias de células B
» Linfoma de Burkitt
* Leucemia linfoblastica de precursores B / linfoma
* Neoplasias de células T
= Linfoma de células T del adulto / leucemia
* Leucemia linfoblastica de precursores T / linfoma

El linfoma de células en manto se puede comportar clinicamente como agresivo o
indolente.
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Frecuencia relativa de los distintos linfomas

1%
36% " 2%
7%

Lymphocytic
Lymphoplasmocytoid
70, MALT

¥ Follicular

8% Mantle-cell
Diffuse large-cell

6% 2% °
. Burkitt
: 9% Anaplasic
23% Peripheral T-cell

1.6 Presentacion clinica:

Las manifestaciones clinicas de los LNH dependeran del tipo histolégico y del lugar
anatomico de presentacion.

Las manifestaciones sistémicas pueden ser la fiebre mayor de 382C que aparece en el
4% de los pacientes, las pesadillas o la pérdida de peso de mas de un 10% en los dltimos
6 meses y se conocen como sintomas B.

Entre las manifestaciones locales mas frecuentes que aparecen entre un 64-80% segin
las series es la presencia de adenopatias indoloras.

Hasta un 30% de los linfomas pueden tener afectaciéon extranodal y los sintomas
vendran dados por el érgano afectado, por lo que la clinica puede ser muy variada.

1.7. Estadificacion:

La extensiéon de la enfermedad presente en el momento del diagndstico, reviste una
indudable importancia pronéstica en los LNH. Sin embargo, los criterios por los que
puede definirse esta extensiéon son variados y a veces arbitrarios, lo que ha motivado en
la bibliografia una gran heterogeneidad. Pueden ser de utilidad:
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El estadio de Ann Arbor (modificada en Cotswolds)®. El sistema de estadificacién
clinicopatolégico de Ann Arbor propuesto en 1971 para la EH continta siendo el
modelo vigente para determinar la extensiéon de un LNH en el momento del
diagnoéstico?®. Dicho modelo se basa en el concepto de origen unifocal de la
enfermedad y en su propagacion progresiva por contigiiidad, conceptos que no
siempre son aplicables a los LNH. De todas las formas es el sistema aceptado
internacionalmente y a pesar de sus limitaciones prondsticas (utilidad relativa
para discriminar entre los estadios I y II asi como entre los estadios III y IV), el
que define las principales pautas terapéuticas a seguir.

Tabla 4. Clasificacién por estadios de Ann Arbor 1971. Modhficacliones de Costwolds para la EH 1989.

Estadio 1.

Afectactén de una Gmca reglén ganglionar (T) o de una tnica regién extralinfatica (IE)
Estadio 2:

Afectacton de 2 o mas reglones ganglionares al mismo lado del chafragma (1) o afectacién localizada de un
6rgano o locallzaclon extralinfitica y de una o mas regiones ganglionares al mismo lado del diafragma (1I-E)
Estadio 3.

Afectactén de reglones ganglionares a ambos lados del diafragma (III), que pueden estar acompa-
nadas por la afectacibn extralinfitica localizada (11-E) o esplénica (llI-S) o de ambas (llI-ES)

Estadio 4.

Afectactén diseminada de uno o mas 6érganos extralinfaticos, asoclada o no a enfermedad en los
ganglios linfaticos
Sintomas

A asintomatico

B: presencla de flebre, sudoracidén nocturna, pérdida de peso supertor al 10% del peso corporal de
los 6 meses previos
Principales recomendaciones de la Reunion de Costwolds 1989

— Introduccidbn del suffjo X para menclionar Enfermedad Bulky

— Introduccidn del sufijo E para menclonar Enfermedad extraganghonar

—El n” de zonas ganglionares afectas debe figurar como un sufijo junto al estadio

- Los ganghos hiliares deben considerarse Independientes entre 81y frente a los mediastinicos

— Incorporacton obligatoria de la TAC abdominal en la evaluaclon preterapéutica

- Subdivision del estadio 1A en paclentes laparotomizados en:

Estachio IIA1. Enfermedad limitada a bazo, ganglios hiliares esplénicos, celfacos o de la porta, por
encima hilio renal

Estadio 1IA2. =nfermedad con afectacién ganglionar paraaobrtica, 1liaca o mesentérica, por deba-
jo del hilio renal

—No aceptacibn de parimetros analiticos como cniterios de afectacién hepética. Exigencla de defec-
tos locales eviderncradas por arr mimino de dos técnicas de Imagen (TAC, eco abdomfral, garmagraiia)

— Introduccién del sufijo U en la evaluacién posterapéutica para la remisién completa inclerta
(ensanchamiento anormal del mediastino, masas abdominales postresiduales). La persistencia de la
VSG aumentada recomlenda estrecha vigilancia

— Definicton del estadio temprano: Ann Arbor [ 1 sin masa voluminosa y sin sfntoma B

El nimero y localizacién de las areas ganglionares y extra ganglionares afectas.
El valor prondstico negativo del nimero asi como de la localizaciéon (mediastino-
retroperitoneo) de las areas ganglionares afectas, no ha sido reconocido por
todos los autores. Por lo que respecta a la afectacién extraganglionar de los LNH,
esta claro que cuanto mayor sea el nimero de las mismas, el prondstico sera mas
desfavorable, de la misma manera que cuando se hayan presentes localizaciones
extra ganglionares concretas (higado, médula 6sea y sistema nervioso central
(SNC)). En la afectacion de médula ésea, el patrén de infiltracion nodular asi
como el escaso porcentaje de infiltracion, va asociado a un claro mejor prondstico
para todos los tipos de LNH.
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- Tamano de las areas ganglionares afectas. Concepto de "Masa Bulky". Mas
universalmente admitido es el claro peor pronéstico que se otorga a la presencia
de una masa abultada o "bulky", definida como aquella masa cuyo tamafio
(didmetro mayor) es superior segun los autores a 5,7 y mas frecuentemente 10
cm, valorando el drea ganglionar mas prominente. Sin embargo, su presencia nos
informa del tamafio de la mayor de las masas tumorales pero no de la cantidad
total de tumor existente.

- Localizaciones especificas con significado prondstico: la afectaciéon de la médula
6sea, higado y del SNC.

1.8 Tratamiento:

La gran cantidad de tipos histolégicos y formas de presentaciéon de los LNH, y la
ausencia de tratamientos de eficacia universal o estiandares, hace dificil la
sistematizacién de los tratamientos. En general, podemos decir que la estrategia
terapéutica dependera de, al menos, 5 factores: subtipo histolégico, edad, extensién de
la enfermedad, lugar anatémico de presentacién y experiencia del centro donde sea
tratado el paciente.

Los tratamientos deben dividirse en 5 grupos:

- LNH indolentes

- Linfomas de células del manto
- LNH agresivos del adulto

- LNH agresivos del anciano

- LNH de muy alta malignidad

1.8.1 Tratamiento de los LNH indolentes

En este término se agrupan aquellos subtipos histolégicos caracterizados por una larga

historia natural, un comportamiento clinico inicialmente poco agresivo, una buena
respuesta a los tratamientos oncolégicos y, por el contrario, unas curvas de
supervivencia progresivamente decadentes, sin aparentes curaciones a largo plazo,
salvo en los casos poco frecuentes que se presentan en estadio localizados19.
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Tratamiento de la enfermedad localizada sin factores de riesgo

Son el grupo menos numerosos ( 20%), e histéricamente la primera opcién terapéutica
era la Radioterapia, que puede conseguir la curacion definitiva en mas de la mitad de los
casos.

La asociacién de quimioterapia, probablemente asociada a Rituximab, seguida de
Radioterapia sobre los campos afectos, podrian mejorar los resultados de la
Radioterapia aislada, tal y como apuntan algunos pequefios estudios aleatorizados!?, por
lo que la tendencia actual apunta al uso de la asociacién de quimioterapia y radioterapia.

Tratamiento de la enfermedad avanzada y/o con factores de riesgo.

Representan el 80% de los casos, afectan sobre todo a pacientes de edad media y
avanzada, y es frecuente la invasion de la médula dsea.

La primera cuestién a plantear es la indicacién de iniciar tratamiento desde el
momento del diagndstico. Existen cuatro grandes estudios aleatorizados, con resultados
similares, que demuestran que, en casos muy seleccionados de comportamiento
especialmente indolente, la demora en el inicio del tratamiento no supone perjuicio
alguno en términos de supervivencial?, por lo que una alternativa razonable puede ser la
abstencion terapéutica, demorando el inicio del tratamiento hasta la progresion de la
enfermedad o la aparicion de complicaciones de la misma. Sin embargo, en la practica, la
mayoria de los casos deben tratarse una vez establecido el diagnéstico. Existe una serie
de criterios, sobre los que existe un amplio consenso, acerca de la indicacién de iniciar
tratamiento en estos casos.

INDICACIONES PARA INICIAR TRATAMIENTO EN LINFOMA FOLICULAR
Sintomatologia general ( sintomas B)

Sintomas locales por enfermedad voluminosa

Compromiso visceral por compresion o infiltracién

Citopenias por infiltracion medular

Réapida progresion tumoral

Transformacion histolégica

Preferencia/ insistencia del paciente

Una vez sentada la indicacion de tratamiento la QUIMIOTERAPIA es el arma terapéutica
basica. No parece existir diferencias apreciables, en términos de supervivencia, entre el
empleo de mono quimioterapia oral con agentes alquilantes y la poliquimioterapia,
aunque esta ultima consigue mayor ndmero de respuestas y en un menor plazo de
tiempo.
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En fechas recientes se ha demostrado que, en el tratamiento de primera linea, la
asociacion de quimioterapia mdas RITUXIMAB aumenta significativamente la
supervivencia libre de progresidon y la supervivencia global frente a la quimioterapia
aislada, por lo que Rituximab asociado a quimioterapia se ha convertido en el
tratamiento estandar en estas situaciones!3,14.

Una de las estrategias de MANTENIMIENTO o CONSOLIDACION es la administracién
de Rituximab?.

Tratamiento de las recaidas

En las recaidas de linfomas de bajo grado debemos distinguir los tratamientos
paliativos en los que podemos plantearnos una nueva linea de quimioterapia +/-
rituximab o incluso el empleo de radioinmunoconjugados con °°Y-Ibritumomabé, de los
tratamientos con intencion radical (enfermos jovenes y con buen estado general) cuyas
alternativas terapéuticas mas empleadas consisten en la administracién de tratamientos
quimioterapicos mas agresivos seguidos o no de quimioterapia intensiva con soporte de
progenitores hematopoyéticos?’.

Después del tratamiento de QT de segunda linea, el mantenimiento con Rituximab,
durante 2 afios, ha demostrado su utilidad en términos de SLP y SG, por lo que es una
opcion a consideraris

1.8.2. Tratamiento de los LNH agresivos del adulto

El objetivo del tratamiento en un paciente con LDCGB tiene que ser alcanzar una
respuesta completa, ya que uUnicamente los enfermos que la obtienen tienen altas
posibilidades de curacién. Los pacientes que no alcanzan una respuesta completa, asi
como los que recaen tras una respuesta inicial tienen un prondéstico muy desfavorable
incluso hoy en dial®. A la hora de decidir el tratamiento, hay que tener en cuenta algunos
aspectos como la edad, la situacion clinica del paciente y el grupo prondstico al que
pertenece el enfermo 20

Tratamiento de la enfermedad localizada

Se considera que un paciente tiene un LDCGB localizado cuando tras la valoracion
exhaustiva de la extensién de la enfermedad el enfermo se halla en estadio I o IE, sin
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masas voluminosas y en ausencia de sintomatologia general?!l. Los pacientes en estadio
II o IIE con 4areas ganglionares afectas contiguas, en ausencia de sintomatologia
sistémica o masas voluminosas, se pueden considerar también como afectos de
enfermedad localizada. Este grupo de enfermos no representa mas alla de un 20% del
total de los LDCGB. De manera global, estos pacientes tienen un prondstico excelente,
con tasas de supervivencia alos 5y 10 afios del 95% y 75%, respectivamente.

El uso de radioterapia como tratamiento Unico no es apropiado en el LDCGB: mas de la
mitad de los pacientes tratados s6lo con radioterapia presentan posterior recaida,
habitualmente fuera de la zona irradiada22. Ademas, la supervivencia es peor respecto a
pacientes tratados bien con la combinacién de radioterapia mas poliquimioterapia, bien
sélo con poliquimioterapia. Asi pues, esta modalidad se reserva, como medida paliativa,
para pacientes muy fragiles que no puedan recibir quimioterapia. Con quimioterapia se
alcanzan tasas de respuesta completa superiores al 95%, con una supervivencia libre de
recaida de mas del 85% 23. En afos recientes, la adicion de Rituximab a la
poliquimioterapia convencional, lo que se ha venido a llamar “inmunoquimioterapia”, ha
aumentado muy significativamente las tasas de respuesta y de supervivencia de estos
pacientes como se detallardA mas adelante. En el grupo especifico de LDCGB con
enfermedad localizada existe un tnico estudio aleatorizado (estudio MInT- Mabthera
International Trial) que incluia, entre otros, pacientes de estas caracteristicas, en que se
comparo6 quimio frente a inmunoquimioterapia, con ventaja para esta ultima respecto a
la supervivencia libre de evento (78% frente a 89% a 3 afios, respectivamente) y a la
supervivencia global (92% frente a 98%) 24. De este modo, la inmunoquimioterapia se
considera hoy en dia el tratamiento de eleccién también para los enfermos con LDCGB
con enfermedad localizada.

Una importante cuestion es el papel de la radioterapia como tratamiento
complementario de la inmunoquimioterapia, aspecto que ha sido objeto de debate en los
ultimos afos. Tradicionalmente el tratamiento considerado convencional para estos
paciente era la quimioterapia con tres ciclos de ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina y prednisona (régimen CHOP) seguido de radioterapia local complementaria
(a dosis de 4000-4500 cGy). Esta pauta habia demostrado ser superior a ocho ciclos de
CHOP en un ensayo aleatorizado34. Sin embargo, la actualizacién de dicho estudio, en la
que se pierde la ventaja de la radioterapia, asi como dos estudios del grupo francés GELA
que han puesto también en cuestion el papel de la radioterapia en el LDCGB localizado,
tanto en pacientes jovenes2>como en mayores2¢, hace que el papel actual de la
radioterapia sea dudoso?’. Por ultimo, hay que recordar los efectos téxicos de la
radioterapia a corto y largo plazo, que dependen en gran medida de la localizacién y
extension de la zona a irradiar, asi como de la dosis a administrar.

A modo de resumen, la inmunoquimioterapia es el tratamiento de eleccién en estos
pacientes. No existe una posicién unanime en la comunidad cientifica sobre el papel de
la radioterapia, de manera que 3 ciclos de poliquimioterapia de tipo R-CHOP mas
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radioterapia local es una opcién razonable, pero también lo es poliquimioterapia sola
(por ejemplo entre 4 y 6 ciclos de R-CHOP). Los estudios de imagen mas sofisticados,
como la tomografia por emisién de positrones, puede ayudar a acabar de definir el
tratamiento en estos pacientes en un futuro préximo.

Tratamiento de la enfermedad avanzada

Hasta los afios setenta del pasado siglo, el LDCGB era una enfermedad de curso fatal.
Esta situacion cambié gracias al uso de la poliquimioterapia, en especial el régimen
CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona), con el que por vez
primera se pudo curar a una proporcién importante de pacientes y prolongar la
supervivencia a los demas. Los intentos posteriores de mejorar los resultados con
quimioterapias algo mas intensivas, con nuevos fairmacos y administrados de manera
secuencial, resultaron un fracaso ya que no eran mas eficientes que CHOP 28, De los
intentos posteriores para aumentar la eficacia del tratamiento -que se discutiran con
mas detalle algo mas adelante- la combinacién de la quimioterapia convencional con
anticuerpos monoclonales, especificamente con rituximab, ha representado un avance
enorme en el tratamiento de los pacientes con LDCGB, s6lo equiparable al advenimiento
de la quimioterapia2?:3%, Rituximab es un anticuerpo quimérico, murino humanizado, con
actividad anti-CD20 (antigeno que comparte la inmensa mayoria de linfomas B, entre
ellos el LDCGB). Si bien la eficacia anti-tumoral es discreta si se administra como
monoterapia, la combinacién de Rituximab mas quimioterapia, lo que se ha dado en
llamar “inmuno-quimioterapia”, ha supuesto un salto cualitativo muy importante, con
una mejoria enorme tanto en la respuesta terapéutica, como en su duraciéon y, en ultima
instancia, en la supervivencia de los pacientes con LDCGB. A continuacién se describen
brevemente los estudios que han llevado a hacer de la inmunoquimioterapia el
tratamiento de eleccion para cualquier paciente afecto de LDCGB.

En el contexto de pacientes mayores (mas de 60 6 65 anos) con LDCGB con enfermedad
avanzada, se han publicado los resultados de tres grandes estudios prospectivos y
aleatorizados, lo que supone mas de 2000 pacientes (estudios del GELA, ECOG y grupo
aleman -estudio RICOVER-)31. En todos ellos se evidenci6 ventaja del tratamiento con
inmunoquimioterapia (R-CHOP) frente a la quimioterapia convencional (CHOP) en
cuanto a la respuesta, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global. De
manera interesante, la mejoria en la eficacia anti-tumoral se logré sin toxicidad
suplementaria apreciable en la rama de inmunoquimioterapia. La ganancia por lo que
hace a la supervivencia se cifra en un 10-15%.

El otro contexto estudiado es el de pacientes jévenes (menos de 60 afios) con

enfermedad localizada o de bajo riesgo. En este grupo, el ensayo MInT (MabThera
International Trial) ya mencionado demostroé en un estudio prospectivo y
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aleatorizado ventajas en cuanto a la respuesta, supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global por parte de la rama de inmunoquimioterapia (R-CHOP o
similares) frente a la quimioterapia convencional3®. La supervivencia global a los 3

afios del diagnoéstico era de 93% frente a 84%, respectivamente.

Con la informacién arriba detallada, aunque formalmente no existen estudios
aleatorizados en pacientes jovenes de alto riesgo, la inmunoquimioterapia se ha
convertido en el tratamiento estdndar para cualquier paciente con LDCGB. La eficacia
anti-tumoral de R-CHOP se ha demostrado en los diferentes grupos de pacientes (grupos
de edad, grupos de riesgo segun IP], etc.). Por ultimo, hay que decir que la incorporacién
de Rituximab al tratamiento ha hecho modificar el IPI y cambiarlo por un “IPI revisado”
que incluye las mismas variables, con un agrupamiento diferente, mas acorde con los
resultados actuales 32,

Con la inmunoquimioterapia, se alcanzan tasas globales de respuestas completas del
65-80% de los casos. Debido a que una cuarta parte de los pacientes recae
posteriormente, s6lo alrededor del 60-70% de los pacientes se cura finalmente. Existe
un grupo de enfermos de excelente prondstico que pueden curarse en una altisima
proporcién con R-CHOP. Sin embargo, los pacientes de alto riesgo, aun con la
inmunoquimioterapia, tienen tasas relativamente bajas de respuesta y alto riesgo de
recaida. Las lineas de investigacion en los Ultimos afios se han encaminado a mejorar la
respuesta y evitar la recidiva en el citado grupo de enfermos de mal pronéstico. Para ello
se han propuesto diferentes caminos: a) usar nuevos regimenes mas intensivos con
farmacos nuevos; b) aumentar las dosis de los farmacos conocidos mediante el uso de G-
CSF y GM-CSF; c) acortar el intervalo entre ciclos lo que en definitiva intensifica también
el tratamiento y d) utilizar el TPH autogénico, que permite administrar altas dosis de
quimioterapia y radioterapia, como intensificacion del tratamiento de primera linea.

De entre las anteriores posibilidades, destaca el acortamiento entre ciclos de
quimioterapia, lo que se conoce como regimenes “densos”, cuyo paradigma es el CHOP
(o R-CHOP) -14, esto es, la quimioterapia R-CHOP administrada cada 14 dias en lugar de
cada 21. Existen evidencias de que el régimen CHOP-14 es mas eficaz que CHOP-21, al
menos en enfermos mayores de 60 afos. Asimismo, R-CHOP-14 resulta mejor que
CHOP-14 33, Sin embargo, la cuestion de si la inmunoquimioterapia densa (R-CHOP-14)
es mejor que la convencional (R-CHOP-21) es objeto de debate. Existen dos estudios
aleatorizados cuyo objetivo es responder esa cuestién3+3>, Los resultados preliminares
no apuntan ninguna ventaja real para el régimen denso, aunque sin duda hay que
esperar algun tiempo antes de que los resultados sean plenamente valorables. Un
aspecto a tener en cuenta es que estas formas de quimioterapia suponen mayor
toxicidad, sobre todo en personas de edad avanzada. Por ese motivo, cuando se utilizan
estos regimenes es obligatorio el uso de factores de crecimiento y de una adecuada
profilaxis anti-infecciosa.
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El posible papel de la intensificacion mediante un trasplante de progenitores
hemopoyéticos es todavia hoy objeto de discusion y se detalla mas adelante. Aunque en
dos estudios aleatorizados la rama de trasplante se mostré mas eficaz, existen otros
muchos, asi como un meta-andalisis en que la supuesta eficacia no alcanza significado
estadistico 3¢. En realidad, los datos existentes hacen referencia basicamente a pacientes
tratados sin rituximab, de manera que no son propiamente aplicables a la situacién
actual.

Asi pues, la situacién de los pacientes jévenes de alto riesgo sigue siendo muy
comprometida en la era de la inmunoquimioterapia. Tras este tratamiento, se puede
hacer algin tipo de intensificacién en un contexto asistencial. Una estrategia interesante
es la valoracion precoz de la respuesta terapéutica mediante la tomografia por emisiéon
de positrones (PET). A los dos o tres ciclos de inmunoquimioterapia convencional,
aquellos pacientes con persistencia de enfermedad podrian pasar a una terapia mas
intensiva que incluyera el trasplante autdlogo. Aunque son varios los estudios
emprendido en este sentido, no hay todavia resultados concluyentes que permitan un
uso asistencial de esta estrategia terapéutica.

Tratamiento de las recaidas y de la enfermedad resistente al tratamiento inicial

Los pacientes que no responden al tratamiento de primera linea o que recaen tras una
respuesta inicial tienen un prondstico muy desfavorable. Se ha descrito un buen niimero
de pautas de quimioterapia de rescate, entre las cuales cabe citar: DHAP (dexametasona,
citarabina y cisplatino), IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato y etopdsido), ESHAP
(etoposido, prednisona, citarabina y cisplatino) e ICE (ifosfamida, carboplatino y
etopodsido). Una vez demostrada la eficacia de la inmunoquimioterapia en primera linea,
el rituximab se ha afiadido sistemdaticamente a estos regimenes de rescate (R-DHAP, R-
ESHAP, R-ICE). En realidad, el papel de la inmunoquimioterapia en pacientes que ya han
recibido rituximab no se ha analizado en estudios aleatorizados. Por otro lado, no hay
evidencia de que ninguno de tales regimenes sea superior a cualquier otro3’. En
cualquier caso, menos de la mitad de los pacientes consiguen una respuesta duradera.
Para prolongar la duracién de la respuesta el Gnico procedimiento que se ha mostrado
eficaz, al menos por el momento, es el trasplante autélogo de progenitores
hemopoyéticos. Asi pues, en enfermos que respondieran al rescate, si la edad y el estado
general del paciente lo permiten, el trasplante autélogo es la terapia de eleccién. En
pacientes quimiosensibles el trasplante prolonga la supervivencia. Por el contrario, no
resulta eficaz en los pacientes resistentes al tratamiento de rescate.
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Trasplante de progenitores hemopoyéticos

Como en otras enfermedades, el trasplante aut6logo de progenitores hemopoyéticos
permite aplicar una dosis muy elevada de quimio o quimio-radioterapia que
supuestamente puede erradicar la enfermedad. Las indicaciones de esta modalidad
terapéutica en el LDCGB se centran en: 1) los pacientes que han alcanzado una respuesta
parcial con la inmunoquimioterapia inicial y 2) los pacientes resistentes o en recaida en
los que la enfermedad se muestra sensible a la quimioterapia de rescate. El papel como
tratamiento de primera linea (tras la quimioterapia) no esta bien establecido, aunque
podria mejorar el pronéstico en enfermos con datos de muy mal prondstico en el
momento del diagnéstico. Por el contrario, existe unanimidad en que en los casos
quimiorresistentes no tiene sentido realizar un trasplante aut6logo.

Por lo que hace al trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos, éste debe
considerarse en sus diferentes modalidades como una terapéutica completamente
experimental, que ha de restringirse a ensayos clinicos controlados. En particular, el
trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida, cuyos resultados
preliminares son esperanzadores, debe ser considerado asimismo como tratamiento
experimental.

Tratamientos de las variantes del LDCGB

Por el momento, la distincion de las variantes morfoldgicas o genéticas no debe influir a
la hora de decidir la conducta terapéutica. Se ha sugerido que el LDCGB de origen post-
centrogerminal o activado responderia mejor a tratamientos inhibidores de la via NFkB,
lo que se esta estudiando en ensayos clinicos.

Algunas localizaciones del linfoma requieren aproximaciones especiales. Tal es el caso
del linfoma cerebral primario, ligado o no a inmunodeficiencia, en el que es preciso usar
quimioterapias que atraviesen la barrera hemato-encefalica. Asi, se ha demostrado que
el tratamiento debe basarse en combinaciones con metotrexato a dosis intermedias o
altas y citarabina38. La radioterapia, muy téxica en pacientes mayores, en especial
cuando se combina con metotrexato, mantiene pese a todo un papel en el linfoma
primario de SNC. El linfoma testicular tiene un alto riesgo de infiltraciéon del sistema
nervioso, por lo que hay que hacer profilaxis del sistema nervioso central
sistematicamente3?.
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Profilaxis de la infiltracion del sistema nervioso central (SNC)

El riesgo de infiltracién del SNC en el LDCGB es intermedio, de manera que la profilaxis
no debe ser universal, sino centrarse en los grupos de alto riesgo. En ese sentido, existe
consenso en que hay que hacer profilaxis en las formas histolégicas intermedias con el
linfoma de Burkitt, asi como en los casos de afeccién testicular y del area ORL. Otras
variables asociadas a la infiltracién son el estadio avanzado, la infiltracién medular o la
cifra elevada de LDH sérica. No existe consenso sobre en cuales de estos pacientes hay
que hacer profilaxis. Como hacer la profilaxis intratecal (monoterapia con metotrexato,
triple terapia con metotrexato, citarabina e hidrocortisona o el uso de nuevos farmacos
como la citarabina liposomal) tampoco esta bien establecido.
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2 EVALUACION DE LA RESPUESTA A LOS TRATAMIENTOS

En el momento actual la evaluacién de la respuesta se realiza por métodos de imagen.
La estandarizacién de los criterios de respuesta nos asegura unos objetivos uniformes
en los ensayos clinicos, permitiendo la comparacién entre estudios, facilitando la
identificacién de tratamientos mas efectivos. En 1999 un grupo internacional de trabajo
public6 unas guias clinicas de criterios de respuesta los tratamientos. Con la aparicién
de la inmunoterapia y los nuevos procedimientos diagnosticos como el PET y la
desaparicion del uso habitual de otras técnicas (galio) obligaron a la revisién de estos
criterios publicAndose en el 2007 una nuevas guias#. Entre los criterios modificados, se
recomienda el uso del PET antes del tratamiento en pacientes potencialmente curables
(linfomas difusos de célula grande y Linfoma de Hodgkin) para delimitar de una forma
mas precisa la extension de la enfermedad. Y es esencial su uso tras el tratamiento en
estos mismos tipos de linfoma para evaluar la existencia de respuesta completa. No se
recomienda su empleo en los linfomas foliculares.

En la siguiente tabla resumimos los definiciones de respuestas que se deben considerar
en los ensayos clinicos para poder unificar resultados.
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RESPUESTA | DEFINICION MASAS NODALES HIGADO, MEDULA OSEA
BAZO
a. SiPET previo a teto positivo
Desaparicion permite masa residual de | No palpable, Desaparicion del
RESPUESTA | de toda cualquier tamafio si PET | nddulos infiltrado en la
COMPLETA | evidencia de negativo. desaparecen. [nueva biopsia, si
(RC) enfermedad b. Si no hay PET previo o es indeterminado por
negativo, regresién de las morfologia [HQ
lesiones a un tamafio normal debe ser negativa
por TAC.
>50% de disminucién del tamafio
en mas de las 6 principales | 250% de | Irrelevante si era
lesiones, sin aumentar el tamafio | disminucion positiva previo al
Regresién de | 4o otras, del tamafio de | tratamiento.
RESPUESTA enfel_ﬁmedad a. Si PET positivo previo, el | los néddulos.
PARCIAL (RP) | medible y no .
nuevas PET puede ser positivo | No aumento
localizaciones post-tratamiento en alguna | de tamafio de
lesion previa. bazo o higado
b. Si PET previo negativo o
indeterminado, regresién
por TAC
a. Si PET positivo previo; PET
positivo  post-tratamiento
en las mismas
ENFERMEDAD | Fallo en localizaciones, no nuevas
ESTABLE (EE) | obtener captaciones ni lesiones en
RC/RP o EP TAC.
b. Si PET negativo 0

desconocido; no cambios en
el TAC post-tratamiento.

RECAIDA O
ENFERMEDAD
PROGRESIVA
(EP)

Nuevas
lesiones o =

50% de las
lesiones
previas con

respecto  al
nadir.

Aparicién de nuevas lesiones, > 1.5
cm en cualquier eje, o =50% de
aumento de diametro de mas de
uno o mas nodulos o =50% de
aumento en el didmetro mayor de
un nédulo > de 1 cm.

Lesiones PET positivas si existia un

PET positivo previo al tratamiento

>50% de
aumento

desde el nadir
de cualquier

lesién previa

Nueva afectacion
0 recurrencia.
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3 SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

A pesar de las mejoras de los tratamientos, existe un subgrupo de pacientes con linfoma

no Hodgkin, ya sea difuso o folicular que presentaran recaidas de la enfermedad tras la
primera remisién. En el caso de los linfomas difusos estas recaidas pueden ser
superiores al 30% y en los foliculares aparecerdn casi en la totalidad de los pacientes.
Existen tratamientos de segundas lineas que en ocasiones ( sobre todo en linfomas
difusos) pueden ofrecer opciones curativas a los enfermos o producir nuevas remisiones
prolongadas de la enfermedad. Esta es la razén por la que seria interesante hacer
seguimiento y detectar recaidas precoces, en las que la carga tumoral sea baja y sea
posible aumentar la supervivencia. La estrategia ideal de seguimiento para detectar
estas recaidas no estd definida y las pruebas de imdagenes periédicas no estdn
recomendadas de forma estandar en las guias clinicas para el seguimiento de estos
enfermos.

En las guias actuales para el linfoma difuso de células grandes*! se recomienda realizar
historia clinica y exploracion fisica cada 3 meses el primer afio y cada 6 meses los 2 afios
posteriores, posteriormente seran una vez al afio. Las evaluaciones radioldgicas
recomendadas son el TAC a los 6, 12 y 24 meses tras el tratamiento, pero no existe
evidencia de que el uso rutinario de la pruebas de imagen en pacientes en respuesta
completa proporcione beneficios en la evolucién*2. Unicamente encontramos una
publicaciéon que detecta un 20% de recaidas precoces con el uso de pruebas de imagen
frente a un 80% de recaidas detectadas por la exploracion fisica o por la aparicién de
nuevos sintomas y concluyen que las recaidas asintomaticas son de menos riesgo
aunque la diferencia en la supervivencia a 5 afios es ligeramente superior, no es
significativa*3.

La mayoria de las recaidas detectadas en los pacientes con linfomas agresivos son
debidas a nuevos sintomas, alteraciones en la exploracion fisica o alteraciones analiticas
y se detectan en visitas no programadas. La mayoria de los estudios que evaluaban el
seguimiento de los linfomas utilizaban el Tac en el seguimiento, tenemos pocos datos del
PET pero tampoco sugieren que sea mas util que los métodos habituales. Si es conocido
que el PET presenta mayor sensibilidad para detectar recaidas en Linfomas difusos de
células grande, pero no ha demostrado mejorar el prondstico del a enfermedad4

Los datos de los que disponemos en la actualidad no avalan el uso rutinario de pruebas
de imagen en el linfoma agresivo para un diagnostico precoz, ya que esto no parece

proporcionar un beneficio terapéutico.
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Si analizamos la guias de recomendaciéon del linfoma folicular, son ain menos
concluyentes, en el seguimiento de estos enfermos se recomienda la realizaciéon de
exploracién fisica y anamnesis cada 3 meses durante 2 afios, posteriormente cada 6
meses otros tres afios y luego anualmente. Recomienda realizar ecografia y radiografias
cada 6 meses durante 2 afios y luego anualmente aunque el nivel de evidencia en la que
se basa es muy bajo. El empleo rutinario del TAC no es necesario ya que no se ha
demostrado que un diagnostico precoz de la recaida cambien la evolucién natural de la
enfermedad*®.
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4 RECAIDA DE LINFOMAS

El tratamiento de los linfomas , desde una perspectiva histérica, ha experimentado un
cambio espectacular en las ultimas décadas. Todavia tenemos un amplio camino por
delante ya que muchos pacientes con linfomas mueren por causa de la enfermedad,
pero hemos pasado de una era en la que el linfoma era considerado una enfermedad
invariablemente mortal, a otra en la que buena parte de los enfermos pueden ser
curados definitivamente o, al menos, se obtienen remisiones tumorales prolongadas. Ha
sido en estos ultimos 30 afios donde han aparecido opciones de tratamiento curativos
para enfermos con linfoma en estadios avanzados. La cirugia y la radioterapia eran los
Unicos tratamientos que conseguian la curacién de un pequeio porcentaje de pacientes
con estadios localizados.

La quimioterapia moderna tiene sus origenes en la segunda guerra mundial, cuando se
descubri6 el efecto destructivo de la mostaza nitrogenada sobre los tejidos linfoides y
hematopoyéticos. En 1947, Wintrobe comunicé el efecto beneficioso de la mostaza
nitrogenada intravenosa en pacientes con linfoma no Hodgkin*¢. Entre los afios 50 y 70
del siglo XX se descubren la mayor parte de los agentes quimioterdpicos. La curacién de
algunos LNH con combinaciones de quimioterapia no fue posible hasta bien entrada la
década de los 70, la entrada de las antraciclinas en 197347 marcé un estandar de
tratamiento que solo ha conseguido superarse hace unos afos.

El avance de los tratamientos en las ultimas décadas ha modificado no solo el
pronoéstico sino la historia natural de la enfermedad. Pudiéndose definir 2 épocas
claramente distintas en el tratamiento de los linfomas no Hodgkin de tipo B, la era Pre-
Rituximab y la era Post-rituximab.

En el caso de los linfomas foliculares estas son neoplasias generalmente sensibles y
que responden a una gran variedad de tratamientos, pudiendo alcanzar remisiones
completas incluso con vitamina D#8. Sin embargo, la supervivencia global de los
enfermos, aunque ha mejorado en los ultimos afos, sigue siendo insatisfactoria y la
mayoria fallecen a causa de la enfermedad.

En la era pre-rituximab conocemos que los primeros tratamientos empleados eran la
monoterapia (Clorambucilo o Ciclofosfamida), solos o asociados a Prednisona y se
conseguian unas tasas de respuesta de 30-80% de respuestas globales con
supervivencia libre de recaidas a 30 meses*°. En un intento de mejorar estos resultados
se exploraron las combinaciones de farmacos, una de las mas empleadas es el CVP o COP
(Ciclofosfamida, Vincristina y Prednisona) que producia de un 50-80% de respuestas
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globales, con un 40% de remisiones completas>®. Se compararon estos esquemas
clasicos frente a regimenes mas agresivos ( que contienen antraciclinas)
comprobandose que eran capaces de inducir mayor ndmero de respuestas completas y
en menos plazo de tiempo que la monoterapia pero que no modificaban de modo
significativo la supervivencia global. En esta misma linea combinaciones con
Fludarabina parecen tener efecto similar a CVP con mayor toxicidad y la ultima
aportaciéon de quimioterapia ha sido la Bendamustina que en combinacién con rituximab
aporta resultados similares a R-CHOP, con una tasa de respuestas objetivas de mas del
70%, y un perfil de toxicidad menor que la combinacién por lo que podria sustituir a
CHOP en el tratamiento de primera linea>!.

El mayor avance producido en los udltimos afios en el tratamiento del linfoma no
Hodgkin de tipo B ha sido la introduccién de la Quimioinmunoterapia, que ha
conseguido modificar la historia natural de los linfomas foliculares aumentando la
supervivencia libre de progresion y la supervivencia global de los enfermos. El beneficio
se ha demostrado en multiples estudios aleatorizados y han sido confirmados en un
meta-andlisis 2 que concluye que el tratamiento combinado de rituximab y
quimioterapia mejora la supervivencia global frente a la quimioterapia sola, presentan
también mejores tasas de respuesta, mayor tasa de respuestas completas y de control de
la enfermedad.

El mantenimiento con rituximab tras el tratamiento también ha demostrado aumento
en la supervivencia libre de progresion.

Mientras que estd claro que el rituximab anadido a la quimioterapia y en el
mantenimiento aporta beneficios en supervivencia libre de progresiéon y en
supervivencia global, las recaidas se contintian observando. La mitad de los enfermos
que reciben tratamiento de primera linea con rituximab recaen en los 2-3 primeros
afios.

Si evaluamos la evolucion de los tratamientos en el caso de los linfomas difuso de
células grandes, observamos que al igual que el linfoma indolente a principios de los
afios 70 se consideraba una enfermedad de curso fatal. Uno de los grandes avances en el
tratamiento de este tipo de linfoma fue descubrir que la combinacién de ciclofosfamida,
adriamicina , vincristina y prednisona era capaz de inducir remisiones hasta en el 50%
de los pacientes>3. Sin embargo, con estos esquemas se conseguian remisiones
prolongadas de la enfermedad o cura solo en el 30% de los pacientes. Desde su
introduccién en el tratamiento del linfoma difuso de células grandes en 1976, CHOP se
ha comparado a distintos esquemas terapéuticos, con escaladas de dosis o afiadiendo
nuevos farmacos, en un intento de mejorara los resultados obtenidos con este esquema.
Ha demostrado tener similar eficacia y menos toxicidad que los esquemas intensivos de
segunda o tercera generacion m-BACOD, ProMACE-cytaBOM, o MACOP-B.
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Es en 1997 con la aparicion del rituximab cuando se produce un nuevo cambio en el
paradigma del tratamiento de los linfomas difusos. El estudio pivotal se publica en el
2002, comparaban 8 ciclos de CHOP frente a 8 ciclos de R-CHOP en pacientes mayores
de 60 afios con LDCG. Después de un seguimiento de 5 afios, la supervivencia libre de
progresion fue del 54% versus el 30% a favor del grupo con anticuerpo. La
supervivencia también fue superior en el grupo de R-CHOP, 58% versus el 45%, sin
aumentos de la toxicidad ni aguda ni a largo plazo>*. Estos datos han sido confirmados
con otros estudios de similares caracteristicas, concluyéndose que los pacientes tratados
en la era postrituximab tiene un beneficio absoluto de un 18% en la supervivencia libre
de progresién a 2 afios y un beneficio de un 25% en la supervivencia global a 2 afios si
lo comparamos con la era pre-rituximab. La adicién de rituximab resulta en una
disminucion del riesgo de muerte de un 50% dentro de los dos primeros afos tras el
diagnostico®>.

Diversos estudios asociando rituximab a esquemas de tratamientos mas intensivos (con
nuevos fadrmacos) no han conseguido aumentar la eficacia del esquema.

Tras la introduccién del rituximab hemos alcanzado un plateau en las tasas de curacién
de la enfermedad, los nuevos farmacos y los nuevos enfoques de tratamiento deben ir
encaminados a mejorar los resultados en esos pacientes resistentes o que desarrollan
resistencia a los tratamientos con rituximab tanto en el linfoma folicular como en los
difusos.
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5. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo homogéneo producido por una célula
hibrida producto de la fusién de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y
Unica célula madre y una célula plasmatica tumoral. Los anticuerpos monoclonales
(Mab, del inglés monoclonal antibody), son anticuerpos idénticos porque son
producidos por un solo tipo de célula del sistema inmune, es decir, todos los clones
proceden de una sola célula madre. Son inmunohistoquimicamente idénticos y
reaccionan contra un epitopo especifico del antigeno.

Los anticuerpos monoclonales de ratén o murinos, pese a ser perfectamente validos
para todos los usos terapéuticos, no son utiles para su empleo en seres humanos,
especialmente en terapias que requieran tratamientos prolongados, ya que el sistema
inmune los identifica como cuerpos extrafios y reacciona para destruirlos, por lo que su
eficacia terapéutica se ve claramente disminuida. Ademas pueden presentar posibles
efectos secundarios como nefrotoxicidad, reacciones anafilacticas, etc. Por ello se
deberia obtener anticuerpos monoclonales humanos.

Se han desarrollado diferentes técnicas para ofrecer soluciones a la inicial
imposibilidad de obtener anticuerpos monoclonales enteramente humanos, entre las
que destacan la transformacién de linfocitos B humanos en cultivo mediante el virus de
Epstein-Barr, la utilizacién de ratones con inmunodeficiencia severa combinada, el uso
de ratones transgénicos, o técnicas de ADN recombinante. Todas estas técnicas han
presentado distintos inconvenientes que han imposibilitado el desarrollo final de los
anticuerpos monoclonales humanos.
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Sin embargo, se ha obtenido una segunda generacién de anticuerpos monoclonales,
basada en la humanizacion de los anticuerpos monoclonales de ratén mediante
ingenieria genética, evitando asi el rechazo del sistema inmune al ser introducidos en el
organismo. Son los llamados anticuerpos quiméricos. Un anticuerpo quimérico es creado
de tal manera que incorpora parte animal y parte humana. La parte animal o
hipervariable (un 30%) es indispensable para que el anticuerpo reconozca la sustancia
extraia (antigeno) y la parte humana (un 70%) es responsable de que el sistema
inmunitario pueda contribuir a afiadir efectividad a su accién. De este modo es posible
modificar los anticuerpos monoclonales, casi de manera infinita para dotarlos de
propiedades efectoras y de reconocimiento diferentes a las originales y minimizar la
posibilidad de generar respuesta inmune frente al propio anticuerpo terapéutico.

Un anticuerpo monoclonal humanizado significa que contiene un 90% de material
humano, lo que reduce la inmunogenicidad de los anticuerpos, es decir, el rechazo del
sistema inmunitario. La humanizacion es una técnica que se basa en la estructura
terciaria del sitio de combinacién con el antigeno, el paratopo, donde existen unas
regiones responsables de la unién al antigeno mientras que otras zonas s6lo sirven de
soporte estructural al paratopo. Por lo tanto las regiones estructurales se obtienen de un
anticuerpo humano mientras que las regiones responsables de la unién al antigeno
proceden del anticuerpo del ratén.

Anticuerpos Genéticamente diseiados
para el tratamiento del cancer

SN
|

Murino (nativo) Quimérico Humanizado o PRIMATIZADO™

[l Humana

Murino
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5.1. Rituximab:

Rituximab (Mabthera ® Roche) es un anticuerpo monoclonal quimérico
murino/humano, obtenido por ingenieria genética, que representa una inmunoglobulina
glucosilada con las regiones constantes de la I[gG1 humana y las secuencias de la regiéon
variable de las cadenas ligeras y cadenas pesadas murinas. Este anticuerpo se produce a
partir de un cultivo en suspension de células de mamifero (células de ovario de hamster
chino) y se purifica mediante cromatografia de afinidad y de intercambio idnico,
incluyendo procedimientos especificos de inactivacién y de eliminacién viral.

Las regiones

murinas se unen
especificamente al

/ CD 20 de las células

\ Dominio Fc humana actaa
de forma sinérgica

con mecanismos efectores
humanos

Rituximab se une especificamente al antigeno CD20, una fosfoproteina transmembrana
no-glucosilada, expresada en los linfocitos pre-B y B maduros. El antigeno se expresa en
mas del 95 % de todos los linfomas no Hodgkin (LNH) de células B >°.

CD20 se expresa tanto en células B normales como en tumorales, pero no en células
madre hematopoyéticas, células pro-B, células plasmaticas normales ni en otros tejidos
normales. Este antigeno no se internaliza tras la unién del anticuerpo ni se elimina de la
superficie celular. CD20 no circula en plasma como antigeno libre, y, por esta razén, no
compite por la unién con los anticuerpos.

El dominio Fab de rituximab se une al antigeno CD20 en la superficie de los linfocitos B,
mientras que el dominio Fc puede reclutar efectores de la respuesta inmune para mediar
la lisis de las células B. Los mecanismos posibles de la lisis celular mediada por efector
incluyen citotoxicidad dependiente del complemento- (CDC) como resultado de la unién
de Clq, y la citotoxicidad celular (ADCC) mediada por uno o mas receptores Fc
superficie de los granulocitos, macréfagos y células NK (natural killer). También se ha
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demostrado que la unién del rituximab al antigeno CD20 de los linfocitos B induce la
muerte celular por apoptosis.

Mecanismo de accion de RITUXIMAB

En este esquema se ilustra como la formacion del complejo antigeno-anticuerpo puede
inducir la muerte celular programada (PCD) disparando la via intrinseca de
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apoptosis a través de la activacién de las caspasas, via las proteinas de la familia bcl-2 (
Senal A) y a través de la permeacion de la membrana externa de las mitocondrias ( Sefial
B). En la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo ( ADCC), el
Rituximab recluta células efectoras uniéndose a su receptor FCy y esto hace que las
células efectoras liberen las proteinas preformadas y proteasas que resultan en muerte
celular. En la fagocitosis celular dependiente de anticuerpo(ADCP), el Rituximab recluta
monocitos y macréfagos uniéndolos a su receptor FCy y esto provoca el enterramiento
de las células cubiertas por anticuerpo. En la citotoxicidad mediada por complemento (
CDC), el Rituximab activa la cascada de complemento y genera complejos que atacan la
membrana y lo que resulta en muerte celular?.

Existe evidencia de sinergismo in vitro con algunos agentes citotéxicos y Rituximab
puede sensibilizar células resistentes a determinados agentes quimioterdpicos. Permite
combinaciones o tratamientos secuenciales con quimioterapias convencionales sin
comprometer la intensidad de dosis de estos regimenes terapéuticos.

El mecanismo potencial de quimiosensibilizacién con Rituximab se describe en 2
publicaciones en las que el tratamiento con Rituximab de lineas celulares in vitro de
Linfoma de Burkitt en pacientes con SIDA ocasionaban una desregulacién de IL-10,
disminuye la actividad de la proteina STAT3 ( traductora de senal y activadora de la
transcripcion 3°), desregulacion de bcl-2, aumento de sensibilidad a CDDP, fludarabina,
vimblastina y adriamicina 7.

La adiccion de Rituximab a distintos farmacos citotéxicos potencian los resultados en
términos de respuesta >8,

Tanto en LNH agresivos como en LNH indolentes la adiccién de rituximab a la

quimioterapia estandar ha aportado beneficios en términos de supervivencia libre de
progresidn y supervivencia global.
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5.2. Mecanismos de resistencia a Rituximab:

Sin lugar a dudas, la adicién del Rituximab a nuestro arsenal terapéutico para el
linfoma, ha sido un gran avance. Desde su aprobaciéon en 1997 tanto para el linfoma
agresivo como para el indolente, los tratamientos para los linfomas de células B han
cambiado de forma sustancial. La adicién del anticuerpo ha conseguido aumentar las
tasas de respuesta global y la supervivencia de los pacientes con Linfoma No Hodgkin.

A pesar de estas mejoras existe un nidmero nada desdefiable de pacientes que recaen o
que son refractarios a estos tratamientos.

Los mecanismos de destruccion celular que han demostrado ser activados por la unién
del Rituximab al CD20 incluyen la sefializacién directa de la apoptosis celular, la
activacion del complemento y la citotoxicidad mediada por células. La importancia
relativa de cada uno de estos mecanismos en determinar la respuesta clinica al
tratamiento con Rituximab aun estd basada en suposiciones. El papel de varias vias de
resistencia, algunas documentadas en sistemas experimentales y otras todavia
hipotéticas, permanecen desconocidas. La resistencia podria estar potencialmente
mediada por alteraciones en la expresién de CD20 o en la sefializacién, en el aumento
del nivel de apoptosis, en la modulacién de la actividad d el complemento o en la
disminucién de la citotoxicidad celular. Lo que parece claro es que en los mecanismos de
resistencia intervienen multiples vias y es necesario un ataque multiple para vencer esta
resistencia. Sera necesario estudiar pacientes de forma seriada, antes y después de la
administracion del Rituximab y en el momento de la recaida, teniendo en cuenta las
propiedades de cada célula del linfoma, observando los cambios intrinsecos que puedan
contribuir a la resistencia. Adicionalmente, se deben llevar a cabo estudios en paralelo
del sistema inmune adquirido e innato. La identificacién de los mecanismos de
resistencia pueden ayudar a mejorar los tratamientos actuales para el Linfoma no
Hodgkin 59 60,
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6. FACTORES PRONOSTICOS DE LOS LINFOMAS NO
HODGKIN DE TIPO B

A lo largo de los tiempos se ha identificado multiples caracteristicas de muy diversa
indole como factores pronoésticos de los LNH. La valoracién pronéstica no es algo
estatico a realizar en el momento del diagnoéstico, sino que puede repetirse cuantas
veces haga falta a lo largo de la evolucion de la enfermedad.

Los factores prondstico se valoran en funcién del riesgo relativo que es la relacién entre
los eventos que aparecen en los pacientes con el factor estudiado y los de los pacientes
en los que dicho factor no esta presente.
Los factores prondsticos nos permiten:

- Conocer datos sobre el mecanismo intimo de la enfermedad, al revelar que

algunas variables influyen en su curso.

- Generar grupos de pacientes homogéneos de cara al disefio de estudios clinicos

- Comparar resultados terapéuticos.

- Ayudar ala eleccién del mejor tratamiento para un paciente concreto.

- Plantear acciones preventivas.

Los factores prondsticos se asocian en tres grandes grupos y el posterior analisis
multivariante permite llegar a “variables de segundo nivel” que nos proporcionaran los
indices pronosticos.

1.- Caracteristicas del tumor:

El subtipo histoléogico es el factor prondéstico individual mas importante en los LNH®Z.
Los distintos subtipos histolégicos se asocian en grupos de riesgo con significado
pronoéstico. Actualmente la clasificacion mas estudiada es la REAL/OMS (descrita
previamente).

El tipaje inmunolégico también ha puesto de manifiesto que tiene peor prondéstico el
fenotipo T frente a B, independientemente del tipo histolégico®2.

Otros marcadores fenotipicos (CD30+, HLA...) han sido estudiados demostrando
algunos de ellos valor prondstico. Sin embargo en el momento actual ninguno de ellos
mantiene valor independiente, por lo que no son de uso clinico.

Algo similar sucede con las anormalidades del material genético que estan presentes
en la mayoria de los LNH. Algunas de ellas son especificas de determinados subtipos

histolégicos como la translocacion (8;14) del Burkitt o la translocacién (14;18) de los
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linfomas foliculares, estando en estos casos el valor prondstico del alteracion
intimamente vinculado con el propio tipo histolégico. La presencia de alteraciones
cromosOmicas clonales y el nimero de estas puede ser un factor pronéstico
independiente de la histologia.

La actividad proliferativa de un tejido, ya sea medida como nimero de células en fase
S 0 midiendo la actividad del anticuerpo monoclonal Ki67, también se ha valorado como
factor prondstico, evidenciando que a mayor actividad proliferativa peor prondstico®3.64,

La cantidad de tumor se relaciona con la extension de la enfermedad puede
determinarse con el estadio Ann Arbor (descrito en los linfomas no Hodgkin), valorando
el nimero de areas ganglionares y extra ganglionares afectas, la existencia de areas
voluminosas ( “Bulky”) y la “carga tumoral”.

Existen otros parametros relacionados indirectamente con el tumor que se han
estudiado como factor pronéstico como son la LDH plasmatica que con frecuencia es
secundaria a la produccion por las células tumorales, siendo un dato relacionado con el
comportamiento biolégico del linfoma mas que con su extension®. La beta-2-
microglobulina es la cadena ligera de la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) clase I. Se valor prondstico se ha demostrado y parece
correlacionarse con la masa tumoral presente. Puede ser muy util como marcador de
seguimiento para detectar recaidas precoces®®.

2.- Caracteristicas dependientes del paciente.

Existen controversias sobre si la edad, por si misma, es un factor pronéstico en los
LNH. El peor pronéstico de los ancianos se deberia finalmente a la elevada toxicidad de
los tratamientos citostaticos y la consiguiente reduccion de dosis®’.

El estado general guarda relaciéon independiente con el pronéstico del enfermo. Las
cifras de albumina en plasma guardan relacién con la afectaciéon general del paciente
por el tumor. La presencia de sintomas B ( fiebre, pérdida de peso y sudoracion
nocturna) en algunos estudios se correlaciona con el prondstico y en otros no. La
alteracion del recuento de las células de sangre periférica y las situaciones de
inmunodeficiencia confieren peor prondstico®s.

3.- Factores dependientes del tratamiento.

La respuesta obtenida a un determinado tratamiento no debe considerarse un factor
pronostico, ya que no puede ayudar a la toma de decisiones iniciales que es el objetivo
final del estudio de los factores prondsticos. La intensidad de dosis tampoco puede
usarse como factor prondstico inicial, aunque la demostraciéon de que la disminucién en
la intensidad de dosis puede conllevar peor prondstico nos debe motivar a administrar
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el tratamiento completo siempre y cuando sea posible®®. La experiencia del centro
también podria considerarse un factor prondstico de la evolucién del paciente.

La gran heterogeneidad de las patologias incluidas en la clasificaciéon de los LNH ha
llevado a desarrollar indices prondsticos. La heterogeneidad de estas enfermedades se
ha demostrado en la variable expresiéon de distintas alteraciones moleculares. Se han
estudiado maultiples alteraciones moleculares como factor prondstico en los linfomas
con resultados controvertidos y confusos seguin los estudios. Estas discrepancias surgen
de la naturaleza retrospectiva de la mayoria de los estudios, del pequefio tamaio
muestral de los mismos, de la falta de uniformidad en las técnicas aplicadas y de la falta
de control de otros procesos biolégicos que pueden estar alterando la evolucién. La
importancia del marcador biolégico también puede estar influida por los tratamientos
recibidos.

Un INDICE PRONOSTICO debe tener 2 caracteristicas basicas, que sea facil aplicarlo a
los pacientes concretos y que sus resultados sean reproducibles en las distintas series de
pacientes.

El indice pronéstico internacional (IPI) se considera actualmente el mejor sistema
de estadificacion disponible para los LNG agresivos’0.

Indice pronéstico internacional (IPI)

Variables

Edad < 60 afos frente a = 60 afios
Estadio Ann Arbor [-1I frentea III-IV

N2 ireas extra ganglionares  0-1 frente a = 2

Estado general PS 0-1 frente a =2

LDH Normal frente a anormal.

Asignando una puntuaciéon de 0 o 1 a cada variable descrita

- Bajo riesgo: Puntuacién 0-1

- Riesgo intermedio/bajo: puntuacién 2
- Riesgo intermedio/alto: Puntuacién 3
- Altoriesgo : Puntuacién 4-5

Se ha propuesto una modificacién del IPI(R-IPI) para pacientes con LNG difuso de célula
grande tratado con R-CHOP. Las variables incluidas son las mismas pero cambian los
grupos de riesgo segun los puntos, muy buen prondéstico con 0 puntos, buen prondstico
con 1 o 2 puntos y mal prondstico con 3 o mas.
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Los linfomas foliculares tienen caracteristicas propias que los diferencian claramente
de la mayoria del resto de los LNH y por ello es necesario identificar los casos de mal
prondstico que justifique la aplicacidn de tratamiento agresivos. Se desarrolla un indice
denominado FLIPI, que se ha validado posteriormente en otras series’!.

Indice pronéstico internacional para linfomas foliculares (FLIPI)

Edad < 60 afos frente a = 60 afos
Estadio Ann Arbor [-1I frente a III-IV

N2 dreas ganglionares 0-3 frentea = 4
Hemoglobina = 12 frentea< 12

LDH Normal frente a anormal

Asignando una puntuacién de 0 o 1 a cada variable descrita, se definen 3 grupos
de riesgo:

- Bajo riesgo: Puntuacién 0-1
- Riesgo intermedio: Puntuacion 2-3
- Riesgo alto: Puntuacion 4-5.

Tanto el linfoma folicular como el linfoma difuso de células grandes comprende un
espectro de enfermedades muy heterogéneas tanto en su biologia tumoral como en su
prondstico y evolucion. Mientras que algunos pacientes presentan posibilidades de
curacién otros van a caracterizarse por recaidas tempranas y resistencia a los
tratamientos actuales. Existe una necesidad de mejorar la estadificacién pronéstica de
estas enfermedades y de esa forma poder administrar un tratamiento personalizado en
funcién del riesgo real de recaida.

Si analizamos los datos que disponemos de LDCG, en la era prerituximab, el factor
predictivo de respuesta y en el que nos basabamos para estratificar los pacientes en
funcién del riesgo de recaida era el IPI ( international prognostic index), basado en
parametros clinicos y analiticos del paciente. La introduccién de tratamientos mas
efectivos puede alterar el significado de los factores pronésticos que conociamos
previamente, ya que segiin su mecanismo de accion, el nuevo farmaco puede no actuar
igual en todos los subgrupos de pacientes. Con la introduccién del rituximab se
evidencié que el IPI-revisado, que identifica 3 grupos pronoésticos distintos, se ajusta
mejor a la prediccion en la evolucién de la enfermedad que el modelo antiguo’2. A pesar
de esto los pacientes con R-IPI de elevado riesgo presentan una tasa de recaidas de mas
del 50%.

Ademas del R-IPI, existen otros factores clinicos que se han considerado factores

pronostico como son el didmetro tumoral maximo mayor de 10 cm, el sexo masculino y
la elevacion sérica de Ig de cadenas ligeras. Todos estos factores son facilmente
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detectables en la practica clinica diaria y nos permiten estratificar a los pacientes segin
el riesgo, pero no son capaces de mostrarnos las caracteristicas bioldgicas tumorales que
los harian subsidiarios de mejores respuestas a los nuevos tratamientos’3.

Es por esto que necesitamos identificar factores pronoéstico adicionales, sobre todo,
aquellos relacionados con las caracteristicas tumorales que nos permitan predecir las
respuestas a los tratamientos disponibles, e identificar los pacientes que menos se
beneficiaran del tratamiento con R-CHOP y en los que las nuevas moléculas pueden
aportar beneficios adicionales.

En cuanto a los linfomas foliculares presenta un amplio rango de comportamiento
clinico, variando desde un curso indolente durante 5 afios o mdas sin necesidad de
tratamiento a una enfermedad rapidamente progresiva que precise tratamiento por su
afectaciéon masiva nodal o afectaciéon de los érganos vecinos. El linfoma folicular es
dificil de curar debido a la elevada tasa de recurrencias.

Los parametros mas fiables para valorar la evolucién de los linfomas foliculares es el
FLIPI (follicular lymphoma international prognostic index) y el grado tumoral. El FLIPI
es la principal herramienta pronostica, se ha revisado su impacto en pacientes tratados
con Rituximab y se ha observado que sigue manteniendo su valor prondstico a pesar de
que la supervivencia global ha aumentado considerablemente con la adicién del
anticuerpo’4.

Existen distintos marcadores prondsticos pueden ser morfoldgicos ( grado histolégico,
tasa de proliferaciéon, areas difusas, la presencia de esclerosis, las células del
microambiente y la enfermedad minima residual) , inmunohistoquimicas ( Ki67, CD20,
bcl-2 o bcl-6) y moleculares (presencia del gen hibrido bcl-2/IgH y la translocacién
t(14;18)). La translocaciéon produce una sobreexpresiéon de la proteina bcl-2 que se
puede medir por inmunohistoquimica. Estudios recientes han demostrado que la
determinacion de la translocacion t(14;18) es mas fiable que la determinaciéon de bcl-2
por inmunohistoquimica. En el curso de la enfermedad se ha evidenciado que la
desaparicion o la disminuciéon de las células con la translocaciéon de la sangre se
correlaciona con la respuesta clinica a la terapia?>.

La determinacién de la traslocaciéon puede ser util para confirmar el diagnéstico de
linfoma folicular en muestras de biopsia pequefias ( esta presente en el 85-90% de los
casos de linfoma folicular nodal) cuando el estudio histolégico, inmunofenotipo y el
estudio de reordenamiento genético de Inmunoglobulinas no sea concluyente. También
puede ser util como monitorizacién de la respuesta al tratamiento’¢, para detectar
recurrencia de la enfermedad e incluso para definir los subtipos histologicos foliculares.
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En los ultimos afios ha emergido la supervivencia libre de progresién a 2 afios como un
marcador prondstico de supervivencia a largo plazo tanto en el linfoma difuso de célula
grande como en el Linfoma folicular.
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7. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LOS LINFOMAS
DE ESTIRPE B

Los linfomas son un grupo heterogéneo de enfermedades con caracteristicas
morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y moleculares que les confieren diferente
comportamiento bioldgico y clinico. Las alteraciones genéticas primarias mas frecuentes
en estos tumores son las traslocaciones cromos6émicas que dan lugar a una
desregulacion de genes que poseen un potencial oncogénico. Estas traslocaciones son
relativamente especificas de los diferentes tipos de linfoma por lo que son de gran
utilidad en su diagnéstico. Estas traslocaciones cromosdémicas se detectan actualmente
por técnicas basadas en las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) o de
retranscripcion inversa (RT-PCR) que permiten la deteccién de estas alteraciones de
forma rapida y cémoda. Sin embargo, estas técnicas tienen unan serie de limitaciones
de diversa indole como son la existencia de diferentes puntos de reordenamiento que
requieren de un gran numero de oligonucledtidos para su deteccién, la presencia de
diferentes genes que se reordenan en un unico gen y el material que se utiliza , que es
DNA o RNA parcialmente degradado extraido de material fijado e incluido en parafina.
La generacion de anticuerpos monoclonales especificos para las proteinas implicadas en
estas traslocaciones ha permitido la rapida deteccién de estos productos por métodos
simples de inmunohistoquimica?”’.

7.1 Linfoma difuso de célula grande:

Es la variante mas frecuente de linfoma en el adulto, supone un 30-40% de todos los
linfomas no Hodgkin. Tiene su origen en la célula B madura y se caracteriza por un
patrén de crecimiento difuso de linfocitos B neoplasicos grandes y con nucleo grande. EL
LDCG es una enfermedad heterogénea con variantes tanto morfolégicas como
moleculares.

7.1.1 CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL LDCG

La mayoria de los LDCGB provienen de una expansién clonal del centro germinal de
organos linfoides periféricos. Por ello, mas del 50% de los LDCGB van a mostrar
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas de cadenas pesadas, ligeras y
mutaciones somaticas de regiones variables. Las traslocaciones cromosémicas mas
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frecuentes en estos enfermos incluyen BCL6, BCLZ y cMYC . En un 30% de los casos
existe anormalidad en regién 3q27 relacionada con gen BCL6, siendo la traslocaciéon mas
frecuente en el LDCGB.

En este linfoma, las células malignas B infiltran difusamente los ganglios o
localizaciones extranodales. Basado en su perfil de expresién génica, se han diferenciado
inicialmente 2 subtipos de LDCG segun su célula de origen, el subtipo de célula activada
B-cell like (ABC) y el subtipo de célula B de centro germinal(GCB)7879. Estos subtipos
reflejan diferentes estadios de diferenciacion en el desarrollo de la célula B normal y se
diferencian en su presentacidn clinica, en las tasas de curacién y en las vias oncogénicas
por las que se producen®? . Los LDCG GCB expresan genes que definen las células B del
centro germinal, mientras que el perfil de expresion genética de los LDCG ABC sugieren
que este subtipo se origina tras el centro germinal cuando las células B son retenidas en
el proceso de diferenciacién hacia células plasmaticas. Mas recientemente, las distincion
entre los subtipos GBC y ABC se ha determinado con elevada precisién usando la
inmunohistoquimica, CD10, MUM1 (oncogén 1 de mieloma multiple), y BCL6 seguin el
algoritmo de Hans®!' o con GCET1 (factor de trascripcién 1 de célula B de centro
germinal), CD10, BCL6 , MUM1 y FOXP1 (forkbead box protein P1) del algoritmo de
Choi®2. Posteriormente, se ha introducido una tercera categoria, denominada tipo 3, que
no comparte genes de ninguna de los dos grandes grupos previos e incluso se postula
una cuarta, de otros dificilmente clasificable. En realidad, ello expresa la gran
heterogeneidad que bajo la denominacién de LDCGB existe®3.

Esta subclasificaciéon basada en criterios genéticos no se ha incorporado formalmente a
la clasificacion basado en no poder disponer de forma rutinaria de estos estudios
moleculares y una imperfecta correlaciéon con marcadores inmunohistoquimicos de los
marcadores moleculares.

Durante la reaccién de centro germinal, hipermutaciones somaticas y recombinaciones
entre las clases son 2 tipos de procesos que inducen modificaciones en el DNA de las
células B productoras de inmunoglobulinas para producir anticuerpos de elevada
afinidad.. Estas modificaciones genéticas son necesarias para la respuesta inmune
normal, pero también puede se una fuente de dafios en el DNA que pueden comenzar la
patogénesis en los linfomas. Estudios recientes de secuenciacién génica del exoma de
los LDCG han detectado hasta 30 alteraciones genéticas por caso. Algunas de estas
alteraciones son comunes entre los distintos subtipos moleculares pero otras son
especificas de determinados subgrupos.

El bcl-2 es uno de los marcadores moleculares mas estudiados en LDCG. Es una
proteina antiapoptética fundamental en el desarrollo y diferenciacion de la célula B. La
sobreexpresion de bcl-2 se detecta en el 40-60% de los pacientes con LDCG y se asocia
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con peor evolucion. Sin embargo, no se ha visto correlacién con la supervivencia cuando
los enfermos reciben tratamiento de quimioterapia y rituximab, lo que implica que la
adicién de rituximab puede contrarrestar su influencia negativa. El significado
pronostico de la expresion de bcl-2 se analiz6 en el contexto de pacientes con distintos
subtipos moleculares de LDCG tratados con R-CHOP#84. El perfil de expresion genética
en la era del CHOP demostré que los pacientes con perfil de células B de centro germinal
tenian mejor prondstico que aquellos LDCG que provenian de células B activadas. En
este estudio se demostré que la expresiéon de bcl2 se correlacionaba con peor
supervivencia s6lo en los pacientes con LDCG que provenian de células de centro
germinal y no de las activadas, lo que era contrario a lo que sucedia cuando sélo se
administraba CHOP. Esto se podria explicar por los distintos mecanismos por lo que se
produce la sobreexpresion de bcl-2 en los subtipos moleculares de LDCG y por el
mecanismo de acciéon del rituximab. En los LDCG de células de centro germinal, La
presencia de la translocacion t(14;18) ocurre en la gran mayoria de los casos de
sobreexpresion de bcl-2 y la resistencia que produce esta sobreexpresion de bcl-2 no
puede ser contrarrestada por el rituximab. En los LDCG de células B activadas, no se
objetiva las translocacién y la sobreexpresién de bcl-2 se debe a una amplificacion
genética o a una activacién constitutiva de la via NF-KB, que puede estar inhibida por el
rituximab.

La translocacion del gen BCL6, es la translocacién mas frecuente detectada en LDCG, y
ocurre hasta en un 30% de los pacientes. BCL6 es un represor de la transcripciéon y un
regulador clave del fenotipo de centro germinal, donde inhibe genes envueltos en la
diferenciacién de las células plasmatica, el ciclo celular, la apoptosis y la respuesta al
dafio del DNA. En el subtipo centro germinal existe otras alteraciones especificas como
la translocacion (14; 18) o expresion de BCL2, traslocaciones MYC, amplificaciones de
REL , delecciones de PTEN y mutaciones TP53. En el subtipo de célula B activada es
caracteristica la activacién de la via NF-KB.

7.2 Linfoma Folicular:

Son neoplasias de células de origen centro-germinal ( centrocitos y centroblastos
trasformados) que adoptan un patrén histolégico folicular o nodular. Son el segundo
tipo de LNH en frecuencia suponiendo un 22% de los linfomas.

7.2.1 CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LOS LINFOMAS FOLICULARES.

La translocacién (14;18) (q32;q21) se encuentra en el 85% de los linfomas foliculares y
en el 30% de los linfomas difusos de células grandes, pudiendo detectarse
ocasionalmente en sujetos sanos. Este traslocacidn interviene en la expresion del gen
bcl-2 pero se ha visto que en estudios de inmunohistoquimica la expresién de bcl-2 no
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siempre tiene que ir acompafada de la translocacién y sin embargo existe una buena
correlaciéon entre la traslocacién y la expresion de la proteina. Se han descrito que hasta
en un 10% de los linfomas foliculares se detecta la traslocaciéon pero no se detecta la
proteina y un 25% de estos tumores presenta la expresion de la proteina y no presenta
la traslocacién. En un 10-30% de los linfomas foliculares puede no presentarse ni la
mutaciéon ni la proteina sugiriendo que existen otros mecanismos patogénicos que
deben participar en la evolucion de estas entidades®>.

La deteccion de esta alteracién por PCR es posible realizarla en sangre periférica o
médula ésea con elevada sensibilidad, por lo que disponemos de una técnica de gran
exactitud para valorar la presencia de células portadores de esta traslocacién en los
pacientes tratados y en aparente respuesta clinica completa. ES lo que se ha venido a
llamar “enfermedad minima residual”. Sin embargo, en el momento actual, no esta
totalmente aclarado el significado clinico de la presencia de células circulantes
portadoras de la t(14;18). Se sabe que los tratamientos convencionales no son capaces
de producir respuestas completas moleculares, pero existen largos supervivientes, sin
signos de enfermedad con células bcl-2 positivas. Desconocemos s la persistencia de
células bcl-2 positivas en pacientes tratados y en respuesta completa es indicadora o no
de la presencia de células linfomatosas.

A pesar de estos hechos, los pacientes que consiguen respuesta molecular presentan
mayor supervivencia que aquellos que no la alcanzan. Alcanzar una respuesta completa
molecular es un objetivo deseable aunque no imprescindible en el tratamiento del
linfoma folicular®e.
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8. BIOPSIA LIQUIDA. VESICULAS EXTRACELULARES.
EXOSOMAS

8.1 Biopsia liquida:

La “biopsia liquida” es un test sanguineo no invasivo ( o minimamente invasivo) que
detecta células tumorales circulantes o fragmentos de DNA tumoral o algin otro tipo de
material genético, que son liberados a la sangre desde el tumor o desde las metastasis.

Actualmente la biopsia del tejido tumoral, generalmente del primario, se utiliza para
determinar las dianas moleculares en un momento puntal y aislado, preferiblemente
antes del inicio de los tratamientos. Estas biopsias en ocasiones son complicadas y
dolorosas y debido a la heterogeneidad tumoral no siempre son una representacion real
de la firma molecular del tumor.

La biopsia liquida por otro lado puede capturar la completa heterogeneidad tumoral.
En ocasiones, los genotipos tumorales son inestables y pueden modificarse bajo ciertas
formas de presion. La biopsia liquida nos ofrece lo que la biopsia tumoral no puede y es
la posibilidad de realizar varias muestras para monitorizar los cambios genémicos en
tiempo real. Esto permite a los clinicos establecer que la terapia elegida en base a unas
caracteristicas gendmicas, se mantiene relevante y observar la aparicion de resistencias
en la evolucion de la enfermedad.

Por otra parte la medicina personalizada y de precisién se basa en el analisis de los
distintos biomarcadores que pueden variar de un sujeto a otro incluso cuando tienen el
mismo tumor. Se ha demostrado que la biopsia liquida es util para analizar estos
biomarcadores que nos pueden orientar sobre la evoluciéon tumoral, utilizandolos en
ocasiones como factores prondsticos e incluso predictivos de respuesta a determinados
farmacos.

Existen distintas fuentes de material genético que podemos analizar en el contexto del
término conocido como biopsia liquida. El primer material analizado fueron las células
tumorales circulantes (CTC), este término se describié por primera vez en 1860 cuando
Thomas Ashworth las describi6 al examinar sangre periférica a través de un
microscopio, en ese momento se propuso la teoria de que los tumores podian traspasar
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la pared vascular y entrar en el sistema circulatorio. Las CTC se han detectado en la
sangre de la mayoria de tumores y se han relacionado con el diagndstico precoz de los
tumores®” y con el pronéstico segliin el carga de CTC que exista en el torrente
circulatorio88. Se han realizado estudios para testar el beneficio de cambiar Ila
quimioterapia de forma precoz en pacientes con un aumento persistente de CTC tras la
induccién inicial de quimioterapia sin objetivarse mejorias en la supervivencia®°.
Todavia es pronto para poder afirmar que la determinacién de CTC podra guiarnos en la
seleccidn del tratamiento. Uno de los inconvenientes de este tipo de determinacion es
que la cantidad de CTC en el torrente sanguineo es muy baja ( menos de 10 células en
7,5 ml de sangre) y la técnica de aislamiento es muy laboriosa.

Otra fuente de informacién a través de la biopsia liquida es la determinaciéon del DNA
libre circulante ( cfDNA), fue descrito por primera vez en 1977, multiples estudios han
demostrado una relacién entre la cantidad de cfDNA y el estadio tumoral®. En contraste
con la determinaciéon de CTC, la informacién prondstica mas importante y mas util
ofrecida por el cfDNA es el estudio de alteraciones genéticas tumor-especificas, como
pueden ser alteraciones en HER2, KRAS, PIK3CA...

La tercera fuente de material dependiente de tumor que vamos a describir son los
exosomas, a diferencia de las CTC y cfDNA, el uso de los exosomas como factores
pronoésticos se basa en el estudio de las proteinas y de la expresién de mRNA que
contiene. El aislamiento de los exosomas es mas sencillo que las CTC o cfDNA y menos
costoso pero existe todavia muy poca evidencia cientifica de la aplicabilidad clinica de
los hallazgos detectados en exosomas. Los exosomas se pueden aislar de diversos
fluidos organicos como la sangre, saliva, orina, ascitis, lavados bronco alveolares... de ahi
el gran interés despertado en los ultimos tiempos.

8.2 Vesiculas extracelulares:
La comunicacion intercelular es clave para todos los organismos multicelulares.

Las células intercambian informacién a través de la secrecién de factores solubles o
por interaccion directa. La mayoria de las células eucariotas producen vesiculas
derivadas de membrana que pueden tener impacto tanto en células vecinas como a
distancia. Estas vesiculas extracelulares se describieron inicialmente hace casi 30 afios
cuando 2 grupos independientes observaron que en los reticulocitos se segregaban
cuerpos multivesiculares como vesiculas en el espacio extracelular. A partir de entonces
las vesiculas extracelulares se han purificado de casi todos los tipos celulares de
mamiferos, incluidas las células stem, las células primarias del sistema inmune y del
sistema nervioso, asi como numerosas lineas celulares de cancer.

64




INTRODUCCION

En 1996 Raposo et al’! demostr6 que las vesiculas extracelulares podian estimular las
respuestas del sistema inmune. A partir de esa fecha se ha demostrado en diversos
estudios la importancia de estas vesiculas en la comunicacién intercelular, a través de la
trasmision de proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

Las vesiculas extracelulares se han aislado en la mayoria de los fluidos biol6gicos y dia
a dia aumenta la evidencia de que ademas de jugar un importante papel en la regulacién
de los procesos fisioldgicos normales tales como la supervivencia de las células stem, la
reparacion tisular, la supervivencia inmune y la coagulacién sanguinea, también actiian
en los procesos patoldgicos que originan diversas enfermedades.

Las vesiculas extracelulares se clasifican®? seguin su célula de origen , segtin su funcién
biolégica o su biogénesis. Si se clasifican por su biogénesis existen tres tipos principales:
exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoticos. Los exosomas y las microvesiculas
tienen caracteristicas comunes, como que son vesiculas derivadas de una célula, que
estan cercadas por una membrana bilipidica, van desde los 30 nm a los 20000nm de
didmetro. En contraposicion a las microvesiculas que derivan de la membrana
plasmatica, los exosomas derivan de la via endolisosomal.

Si se clasifican seguin su célula de origen:
- Ectosomas: vesiculas segregadas por neutrofilos o monocitos.
- Microparticulas: vesiculas producidas por plaquetas o células endoteliales.
- Telerosomas: vesiculas purificadas de suero de un raton (cargado con antigeno)
- Prostatosomas: vesiculas extraidas del fluido seminal.
- Cardiosomas: vesiculas secretadas por cardiomiocitos.
- Vexosomas: vesiculas unidas a un vector viral de adenovirus.
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superficie celular
apoptdtica

fosfatidil-serina

TIPO DE ORIGEN TAMANO MARCADORES CONTENIDO
VESICULA
Via endolisosomal; 40-120 nm | Tetraspaninas | mRNA, microRNA, y
EXOSOMA surgen (TSPANZ29, otros RNA no
intraluminalmente de TSPAN30), codificantes,
cuerpos multivesiculares componentes proteinas
y de su unién con la del ESCRT, citoplasmaticas y
membrana celular PDCD6IP, de membrana
TSG101, incluyendo
MFGES8 receptoresy
moléculas MHC
MICROVESICULA Superficie celular; 50-1000 Integrinas, MmRNA, microRNA,
emergen hacia fuera de nm selectinas, RNA no codificante,
la superficie celular ligando CD40 proteinas
citoplasmaticas y
de membrana
CUERPOS Superficie celular; salen 500-2000 Grandes Fracciones
APOPTOTICOS hacia fuera de la nm cantidades de nucleares,

organelas celulares

ESCRT: complejo endosémico requerido para trasporte; MFGE8: milk fat globule-EGF
factor 8 protein; PDCD6IP: programmed cell death 6 interacting protein (también
conocida como ALIX); TSG101: tumor susceptibility gene 101 protein; TSPAN29:
tetraspanina 29; MHC: major histocompability complex.
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8.3 Exosomas

Los exosomas son pequeflas vesiculas de membrana de un origen endocitico,
segregadas por la mayoria de células en cultivo. El interés en estas particulas ha
aumentado a raiz de que se ha descubierto su papel en la presentacion de antigenos a la
célulay en la capacidad que tiene de estimular el sistema inmune in vivo.

Se describieron inicialmente como microvesiculas que contenian actividad 5°-
nucleotidasa aisladas de lineas celulares neoplasicas en 1981. Estas pequefias vesiculas
(de aproximadamente 50 nm), se encontraban en el interior de complejos endosémicos
multivesiculares mas grandes, conteniendo receptores de trasferrina (un marcador que
se usa para seguir la endocitosis y el reciclaje de las proteinas de superficie celular) que
se habian internalizado desde la membrana plasmatica 3.

Con el uso del microscopio electronico, pudo verse la fusiéon de estos complejos
multivesiculares con la membrana plasmatica, dando lugar a la secrecidén de las vesiculas
internas en el ambiente extracelular. Estas vesiculas se aislaron con centrifugacién y se
dieron a conocer como “exosomas”.

La mayoria de las técnicas para aislar exosomas del supernadante celular incluye una
serie de centrifugaciones para eliminar las células muertas y los grandes restos, seguida
de una ultra centrifugacion de alta velocidad para aislar los exosomas. Esta técnica no
discrimina los exosomas de otras pequefias estructuras vesiculares o de agregados
proteicos.

Los exosomas flotan en un gradiente de sucrosa, como todas las vesiculas lipidicas, y su

densidad estd entre 1.13 a 1.19 g mll. El material contaminante tales como los
agregados proteicos o los fragmentos de nucleosomas que proceden de células
apoptoticas, se separan de los exosomas poniéndose a flote en el gradiente de sucrosa.

Cuando se analizan al microscopio electrénico los exosomas tienen una morfologia
caracteristica, son como platillos volantes, es una esfera aplanada limitada por una
bicapa lipidica. Suelen tener un tamafio entre 30 y 100 nm, siendo los exosomas
derivados de las células B los mas homogéneos en tamaiio (60-80 nm).

Como existen otras vesiculas de membrana que pueden ser secretadas, es esencial
purificar los exosomas con exactitud del supernadante del cultivo celular. La filtracion
del supernadante del cultivo celular a través de un filtro de 0.2 microm, seguido de una
ultra centrifugacion directa de alta velocidad, reduce la contaminacién de los exosomas
con grandes vesiculas que son derramadas desde la membrana plasmatica. Y como los
exosomas estan presentes en el suero, es crucial evitar la contaminacién con los
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exosomas bovinos usados en el cultivo celular. Por ese motivo en cultivos celulares que
usan este tipo de suero se emplean suplementos con insulina-trasferrina-sodio-selenita
o albumina sérica bobina.

Composicion molecular de los exosomas

Los exosomas contienen proteinas citosoélicas y de membrana de la célula de origen . Se
han analizado con Western blot e inmunofluorescencia®4s. El contenido proteico del
exosoma depende de la célula de origen y normalmente estd enriquecido de ciertas
moléculas, tales como moléculas de adhesidn (integrinas, tetraspaninas, lactaderinas...) ,
moléculas de trasporte de membrana ( anexinas y proteinas Rab), moléculas del
citoesqueleto (actina y tubulina), chaperonas ( Hsp70, Hsp90), proteinas de trasduccion
de sefiales ( proteinas quinasas) y enzimas citoplasmaticas (GAPDH, peroxidasas...). Los
exosomas derivados de células presentadoras de antigenos también estidn enriquecidos
en moléculas presentadoras de antigenos incluyendo MHC clase [ y II.

Los exosomas derivados de tumor generalmente contienen antigenos tumorales asi

como proteinas inmuosupresoras tales como FasL, TRAIL o TGF-B. Ademas de las
proteinas, moléculas de RNA funcional, incluyendo mRNA y microRNA se pueden
identificar en los exosomas °°.

La evidencia emergente nos sugiere que los exosomas juegan un papel muy importante
en la comunicacion celular en el cancer tanto a nivel local como sistémico. Es también
conocido el papel de los exosomas en trasferir material o células de otro tipo y sus
efectos sobre la respuesta inmune, el crecimiento celular, la angiogénesis y las
metastasis.

Los exosomas secretados por tumores son muy heterogéneos y secretados por todo
tipo de células, esto puede dar lugar a una cadena de interacciones que pueden resultar
muy complejas.

Fundamentalmente pueden tener 2 vias de actuacién, manipulando el ambiente
tumoral tanto local como a distancia y favoreciendo el crecimiento tumoral y la
diseminacién, también podrian programar el sistema inmune para obtener una
respuesta antitumoral.
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Se postulan varias mecanismos de comunicacion entre las células tumorales y los
exosomas actuarfan a distintos niveles. Si consideramos los exosomas como un
trasportador, las células tumorales pueden cambiar proteinas con actividad oncogénica.
Se ha descrito que células de cancer de colon portadoras de un solo alelo con mutacién
del KRAS son capaces de secretar exosomas con proteinas KRAS mutadas?’. Estos
exosomas pueden internalizarse en las lineas celulares wild-type dando lugar a patrones
de crecimiento distintos de las lineas wild-type.

Estudios preliminares sugieren que si analizamos los exosomas como trasportadores
de proteinas entre las células tumorales pueden ocasionar quimiorresistencia®®. Los
exosomas de dos lineas celulares resistentes de cancer de proéstata pueden conferir
quimiorresistencia a lineas celulares no resistentes de cancer de préstata a través de los
exosomas, trasfiriendo el trasportador de farmacos , MDR-1.

Otra de las funciones que se postulan para los exosomas es que a través de ellos se
modula el microambiente tumoral y la angiogénesis. Existen diversos estudios que
apoyan esta teoria. Los exosomas que derivan de células tumorales de prostata y de
lineas celulares de mesotelioma contienen la proteina TGF- B1, que se trasfiere a las
células receptoras en una forma bioldgica activa®. Los experimentos in vitro
demuestran que TGF- Bl expresada en los exosomas puede desencadenar la
diferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos. En la misma linea un estudio con
exosomas derivados de células de cancer de mama pueden convertir células stem
mesenquimales derivadas de tejido adiposo en miofibroblastos!?. Los miofibroblastos
son la clave de las proteinas de remodelado de la matriz dentro del microambiente
tumoral y participan en la angiogénesis tumoral. Es posible que faciliten la formacién
de nichos premetastasicos y faciliten la migraciéon tumoral como se evidencia en un
estudio de exosomas derivados de melanoma que aumenta la permeabilidad endotelial
del pulmén y aumentan las metastasis pulmonares en el raton10z,

La modulacion del sistema inmune por los exosomas derivados de células tumorales
esta siendo estudiada. Se ha evidenciado la liberaciéon de IL-6, la expresiéon de FAS
ligando y estimulan la secrecién de citoquinas inflamatorias por los macréfagos. De esta
forma modulan el sistema inmune desencadenando una respuesta inmunosupresiva, lo
que favorece la progresion tumoral.

Los exosomas son también una fuente de antigenos asociados con el rechazo tumoral.
Varios estudios han demostrado que los exosomas pueden trasportar antigenos de las
células tumorales a células dendriticas presentadoras de antigenos. Incluso exosomas
derivados de lineas celulares tumorales pancreaticas y de carcinoma hepatocelular
contienen Hsp70 (heat shock protein). LA Hsp70 exosémica activan las células NK del
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ratén que se asocia con una disminucién del tamafio tumoral y de las metastasis en un
modelo murino de melanomal%2. Sin embargo, existe todavia mucha controversia de si
los exosomas derivados de tumores podrian ser un modelo adecuado de vacunas contra
el cancer.

A través de la secrecidon de exosomas, las células tumorales pueden modificar tanto el
microambiente tumoral a nivel local como a nivel sistémico lo que favoreceria la
progresion tumoral y las metastasis. Disminuir la secreciéon de exosomas por las células
tumorales podria ser una interesante diana terapéutica contra el cancer.

La secrecién de exosomas se desencadena por un aumento en el calcio intracelular
(Ca%*). Los canales de H*/Na* y los de Na*/Ca?*) son los que regulan la concentracion de
Ca2+ intracelular y probablemente controlen la secreciéon de los exosomas. Estudios
preclinicos sugieren que bloqueando los canales usando dimetil-amilorida ( DMA) se
reduce la secrecidn de exosomas en lineas celulares de raton193.

El crecimiento tumoral mediado por exosomas se podria inhibir a través de la
esfingomielinasa 2 con el inhibidor GW4869. La esfingomielinasa 2 regula la biosintesis
de ceramida que es la encargada de la fase incial de formacion de exosomas desde la
membrana de los endosomas multivesiculares. Fabbri et al1%4 describen que cuando se
trata con GW4869 a un ratén con cancer de pulmoén, el ndmero de metastasis
pulmonares disminuye significativamente.

André et all% encontraron que los exosomas pueden ser fuente de antigenos contra el
tumor y concluyeron que podrian utilizarse para inmunizar al paciente contra el cancer.
Esto ha dado lugar a plantear 2 ensayos Fase I con exosomas derivados de células
dendriticas aut6logas como inmunoterapia en pacientes con cancer de pulmén y
melanoma.

El primer estudio publicadol% fue en pacientes con melanoma en estadio III/IV.
Utilizaban exosomas aut6logos derivados de células dendriticas (DEXOSOMAS)
enriquecidos con antigeno MAGE3 ( previamente determinado en los sujetos incluidos
en el estudio). Se incluyeron 15 pacientes, no hubo toxicidades grado II y solo se
objetiv6 una respuesta parcial en 1 paciente. El segundo estudio publicado!?” se realizd
en pacientes con cancer de pulmoén estadio 11Ib/IV, los exosomas derivados de células
dendriticas autélogas se cargaban con antigeno tumoral MAGE. La vacuna fue bien
tolerada y en algunos pacientes se observaron estabilizaciones de la enfermedad
prolongadas.

Los dexosomas son generalmente bien tolerados pero tienen una actividad terapéutica

limitada. Se postula que para su correcto funcionamiento en infundir la respuesta
inmune contra el tumor deberian poseer epitopos tanto de células T como de células B
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para inducir las células T CD8* que son la funcionantes incluso en el microambiente
tumoral.

Hasta la fecha el uso clinico de los exosomas se ha focalizado en evaluar su eficacia
como posibles vacunas contra el cincer o como biomarcadores para el diagndstico de la
enfermedad. Sin embargo, existe algunos estudios que estan evaluando su potencial para
servir como plataformas para el desarrollo de nanovesiculas semi-sintéticas. Dado su
tamafio (nano), el potencial para expresar ligandos dianas en su conformacion original y
su estructura deformable, los exosomas ofrecen la posibilidad de emplear una
estructura vesicular biologica que se puede adaptar y producir vesiculas semi-sintéticas
con un excelente potencial para la aplicacién de nanomedicinal®®. Incluso podrian
emplearse como trasfer de microRNA supresivos tumorales para introducir en la célula
tumoral y evitar el crecimiento.

Los exosomas contienen un amplio rango de moléculas de RNA y proteinas, y es de esta
forma como pueden darnos informacién sobre la firma tumoral. Los exosomas son muy
estables bajo distintas condiciones de almacenaje como periodos cortos de tiempo a 4°C
durante 96 horas o periodos mas prolongados a -702C. Estas caracteristicas cualifican a
los exosomas circulantes en suero como potenciales biomarcadores para predecir la
carga tumoral en estadios precoces del cdncer y personalizar el tratamiento a través de
la identificacién del perfil molecular en determinados momentos de la evolucion de la
enfermedad.

Si tenemos en cuenta que un subtipo de glioblastoma contiene la mutacion EGFRVIII y
que esta es decisiva a la hora de instaurar el tratamiento, parece bastante interesante
poder determinar dicha mutacion en los exosomas derivados del tumor ya que la biopsia
del tumor primario llevaria consigo una cirugia cerebral. Esta aplicacion para el
diagnoéstico tumoral basandonos en los exosomas circulantes en suero se han descrito
en cancer colorrectal, ovario y melanoma.

Hasta ahora hemos revisado las posibles aplicaciones en el diagndstico y como factor
pronoéstico de los exosomas, parece muy interesante su posible aplicacion terapéutica
aunque es un campo que todavia esta por explorar con datos muy preliminares de su
posible aplicacion .
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JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES I

[I. JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES

La introduccién de nuevos farmacos al tratamiento de linfomas ha supuesto un cambio

en la evolucién natural de la enfermedad. En concreto, la adicién de Rituximab a los
esquemas clasicos de quimioterapia ha permitido un aumento en la supervivencia libre
de enfermedad y en la supervivencia global de enfermos afectos de linfomas, ya sea
linfoma difuso de célula grande o linfoma folicular.
Los linfomas suponen una enfermedad muy heterogénea incluso dentro del mismo
subtipo histolégico. A lo largo de la histeria se han identificado distintas variables
pronosticas. Estas variables deben ser revisadas a medida que la evolucion de la
enfermedad varia, pues con la introduccién de nuevas dianas moleculares, en ocasiones,
factores que previamente condicionaban un mal prondstico “per se” podrian dar lugar a
un subtipo de enfermedad con mayor sensibilidad a los tratamientos y por lo tanto
mejor evolucién clinica.

A pesar de las mejoras alcanzadas en el tratamiento del linfomas existe un importante
numero de enfermos que recaen, de ahi la necesidad de mantener una investigacién
constante en esta area.

El Servicio de Oncologia Médica del Hospital Puerta de Hierro de Majadahonda cuenta
con una amplia experiencia en el estudio, diagnéstico y manejo de los pacientes con
linfoma. Nos propusimos analizar la base de datos de linfomas de nuestro centro ,
fuente de investigacion oncoldgica, y explorar el comportamiento de los subtipos
histolégicos mas frecuentes, como son el Linfoma Folicular y el Linfoma Difuso de célula
grande, a lo largo de la evolucion y el impacto de los nuestros tratamientos en nuestra
poblacién.

Nuestro grupo continua una linea de investigacién que intenta profundizar y analizar
el empleo de la biopsia liquida en pacientes con linfomas, utilizando los exosomas como
fuente de informacién molecular de la enfermedad y su posible aplicacién a la clinica.

En una fase previa a este estudio, pudimos comprobar que es posible determinar acidos
nucleicos tumorales circulantes en pacientes afectos de linfoma y se han aislado mRNA
de genes tales como CCND2, BCL2 y MYC presentes en la célula B activada y genes como
BCL-6 y LMO2 componentes de la célula B de centro germinal y relacionar su presencia
0 ausencia con un mejor o peor prondstico. Dicho analisis relacioné la presencia de c-
MYC en plasma con una peor supervivencia en los pacientes afectos de linfoma.
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En un intento de avanzar en el descubrimiento de marcadores serolégicos que puedan
servirnos de factores prondsticos disefiamos un nuevo estudio en una poblacion
homogénea sometida a un mismo tratamiento e intentamos relacionar la presencia o
ausencia de los genes seleccionados con factores prondsticos de la enfermedad.

Los genes seleccionados en nuestro estudio, 3 de ellos estudiados previamente ( c-MYC,

BCL-2 y BCL-6) y otros tres de nueva incorporacion fueron seleccionados por estar
descritos en la literatura como factores de mal prondstico en pacientes con linfomas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS I

I11. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.- HIPOTESIS

Teniendo conocimiento de la elevada tasa de recaidas que aparecen tanto en los
linfomas difusos como en los linfomas foliculares y viendo que es una realidad en
nuestro entorno intentamos profundizar en la biologia tumoral de los linfomas
analizando una fuente de material tumoral como es la “biopsia liquida”.

Nuestra hipotesis de trabajo es que el estudio de AN extracelulares en el plasma tanto
en el diagnostico como en la evolucién de estos enfermos podria ayudar a identificar
aquellos enfermos que vayan a responder al tratamiento, identificando subgrupos que
puedan beneficiarse de menor toxicidad y/o tratamiento e investigar si algunas
combinaciones de las expresiones de los genes propuestos ayuda a predecir la recaida
de una forma precoz y especifica mediante la biopsia liquida.

Si obtuviéramos marcadores de respuesta y resistencia al Rituximab se conseguiria
un significativo y trascendente avance en el tratamiento y control de estos paciente.

A nivel tedrico, la posibilidad de estudiar alteraciones moleculares tipicamente
encontradas en el tumor, en la sangre periférica de los pacientes sometidos a
tratamiento , podria identificar aquellos individuos resistentes al tratamiento o con peor
pronostico. Incluso podriamos identificar las vias moleculares que pueden relacionarse
con las recaidas lo que abriria la puerta a futuras investigaciones en este campo.
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2.- OBJETIVOS

En una primera fase:

1.-Analizar la realidad de las recaidas y la evolucién de los linfomas en poblacién no
seleccionada.

2.- Evaluar la tasas de recaidas y el patrén de las mismas en sujetos con linfoma folicular
y linfoma difuso de célula grande.

3.- Determinar la importancia de los factores prondsticos clasicos en los linfomas no
Hodgkin de estirpe B con la introduccion de los tratamientos anti CD20.

En una segunda fase y sobre una poblacion seleccionada y homogénea:

1.-Aislar los exosomas de la sangre periférica de pacientes diagnosticados de linfomas.
2.- Aislar exosomas de estos mismos pacientes tras el tratamiento de quimioterapia mas
inmunoterapia.

3.- Analizar diferencias entre el numero de exosomas liberados.

4.- Analizar el ARNm de los genes seleccionados ( Bcl-xl, BCL2, BCL6, C-MYC, AKT, PTEN
y NFkB) asociados en la literatura con una peor respuesta a los tratamientos con
rituximab y en que proporcién se encuentran en los pacientes.

5.- Analizar estos mismos genes en un grupo control de sujetos sanos y determinar en
que proporcion se encuentran presentes.

6.- Estudiar la relacion entre la expresion génica de los exosomas y la evolucion clinica
de los pacientes y determinar su posible valor pronéstico.

7.- Correlacionar la expresién génica de los exosomas con la respuesta a la
quimioterapia y supervivencia e identificar aquellos mRNA que pueden relacionarse con
la resistencia a los tratamientos.

El objetivo principal de este proyecto es, profundizar en la identificacién y
comportamiento de parametros moleculares que pudieran ser trasladados a la clinica
con capacidad prondstica en la que se ha venido a conocer como la era post-rituximab de
los linfomas, a través de una fuente de material genético en desarrollo , como es la
biopsia liquida.
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IV. MATERIALY METODOS

En una primera fase de nuestro estudio se realizo un analisis de nuestra base de datos
de linfomas, que ha sido actualizada en el 2016, con unos 640 registros , obteniéndose
datos de los pacientes con linfomas difusos de células grandes y linfomas foliculares .
Tras analizar estos datos se generaron las hip6tesis de trabajo y se disefio un estudio
prospectivo.

DISENO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Se realiz6 un diseilo de estudio con el objetivo de reclutar 100 pacientes de forma
prospectiva con diagnéstico de linfoma no Hodgkin CD20 positivos. La seleccién de los
pacientes participantes en el estudio se bas6é en que el diagnostico de linfoma no
Hodgkin debia cumplir criterios clinicos y morfologicos y se realizé6 en distintos
servicios de Oncologia y Hematologia de diversos hospitales de Espafa, todos
pertenecientes al grupo GOTEL ( Grupo Oncolégico para el tratamiento y estudio de los
linfomas).

En nuestro estudio los participantes fueron reclutados de distintos centros espafoles
como son el Hospital Virgen de la Salud de Toledo , el Hospital Costa del Sol de Malaga,
Hospital Virgen de la Victoria de Malaga, Hospital Gregorio Marafon de Madrid,
Hospital de Pontevedra y Hospital Puerta de Hierro de Madrid. Es en este tltimo centro
donde se realiza el andlisis molecular de las muestras.

El consentimiento informado se obtenia de todas los participantes después de la
explicacién de la naturaleza del estudio segliin el modelo de consentimiento que se
adjunta en el ANEXO I.

Se solicité la aprobacion de los CEIC de los hospitales previo a la realizacién del
estudio, obteniéndose dicha aprobacién en el 2008 , adjuntdndose el documento

acreditativo como ANEXO II.

Los participantes debian tener previsto la administraciéon de tratamiento de
quimioterapia y rituximab.

Se realizaron extracciones de sangre de un grupo de voluntarios sanos que se utilizo
como grupo control para la determinacién de exosomas.
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METODOLOGIA:
Extraccion RNA pre y post tratamiento

Andlisis de biomarcadores

Mantenimiento aparicién o desapariciéon de biomarcadores

Analisis de datos en funcién de la respuesta al
enfermedad.

tratamiento y a la evolucién de la
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'MATERIAL Y METODOS

A. ANALISIS DE LA BASE DE DATOS DE LINFOMAS NO HODGKIN DE ESTIRPE B
1.- Analisis de la base de datos

Se recogieron y actualizaron datos de 630 pacientes diagnosticados de linfoma desde
el afo 1980 (registro mas antiguo analizado) hasta la actualidad en nuestro centro,
Hospital Puerta de Hierro Majadahonda.

De estos pacientes se excluyeron todos aquellos que tenian diagnosticos distintos de
linfoma folicular o linfoma B difuso de célula grande , resultando en un total de 398
pacientes que se pudieron emplear para el analisis.

Del total de pacientes se analizaron las tasas de recaidas y el patrén de las mismas.

Para el andlisis de datos de supervivencia global se excluyeron todos los pacientes que
tenian un diagndstico posterior a Junio del 2010 , asegurandonos de esa forma que los
pacientes presentaban un seguimiento minimo de 5 afios. Pudimos analizar estadios,
recaidas por estadios y datos de supervivencia en 135 casos de linfomas foliculares y
193 linfomas B difusos de célula grande.

La ultima actualizacién de datos se realizé en Junio del 2016.

1.1 Anadalisis estadistico de los datos

La recogida de los datos clinicos y analiticos se realiz6 en Access. Los datos fueron
trasformados a Excel para su analisis.

El nivel de significacion se ha establecido en 0,05 para todos los contrastes.

El software estadistico utilizado ha sido Stata v14.1 (Statacorp 2015. Stata Statistical
Software:Release 14. College Station, TX: Stata Corp LP.).

1.1.1 Andlisis descriptivo.

Para la descripciéon de variables numéricas utilizamos la media o mediana y para el
andlisis de las variables cuantitativas utilizamos la frecuencia relativa.
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1.1.2 Andlisis univariante.

Se llevo a cabo el andlisis univariante por medio de los contrastes de hip6tesis y en el
caso de variables numéricas utilizdbamos el test de t-Student o U de Mann-Whitney
para el calculo de la probabilidad, tras haber evaluado la asuncién de normalidad con el
test de Shapiro-Wilk. Se considera un valor significativo si la p< 0,05, las diferencias
apoyan la hipétesis alternativa. Si la p= 0,05 no puede demostrarse que los hallazgos no
sean debidos al azar.

1.1.3 Anadlisis multivariante.

Para identificar factores independientes asociados al pacientes, a la enfermedad y al
tratamiento, que pudieran tener significacion en la influencia en la supervivencia global
y la supervivencia libre de progresion, se aplicé el modelo de regresion de riesgo
proporcional de Cox . Para cada factor de riesgo se estima la Hazard Ratio ( HR)con su
correspondiente intervalo de confianza al 95%.

1.1.4 Andlisis de supervivencia.

Se ha evaluado la supervivencia libre de progresion media, la supervivencia libre de
progresion a 12 meses (SLP12) y a 24 meses (SLP24) asi como la supervivencia global,
definida como muerte por cualquier causa. Se define como momento inicial la fecha de
diagnostico del linfoma y la fecha final como el momento por exitus por cualquier causa
o la fecha de cierre del estudio . En caso de pérdida de seguimiento, el paciente queda
censurado en el momento del dltimo seguimiento.

La estimacién de las curvas de supervivencia se han llevado a cabo con el método de
Kaplan-Meier.

B. ESTUDIO DE EXOSOMAS EN PACIENTES CON LINFOMA NO HODGKIN DE ESTIRPE
B TRATADO CON INMUNOQUIMIOTERAPIA.

1.- Pacientes y caracteristicas clinicas del estudio de investigacion.

Se recogieron muestras de 100 pacientes, 2 tuvieron que descartarse porque no
estaban correctamente identificados. Las muestras se recogieron entre Enero del 2008 y
Enero del 2011, contamos con la colaboracion de 5 hospitales espaifioles, todos
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miembros del grupo GOTEL (Grupo Oncolégico para el Tratamiento y Estudio de
Linfomas), es un grupo cooperativo formado por un grupo de servicios espafoles de
Oncologia Médica dentro del auspicio de la SEOM (Sociedad Espafola de Oncologia
Médica).

La informacién sobre GOTEL, sus objetivos, estructura, estatutos y centros
participantes puede encontrarse en la web www.grupolinfomas.es.

Colaboraron en la recogida de muestras el Hospital Virgen de la Salud de Toledo,
Hospital Gregorio Marafion de Madrid, Hospital Costa del Sol de Malaga, Hospital Virgen
de la Victoria de Méalaga y el Hospital Puerta de Hierro de Madrid, siendo en este tltimo
centro donde se realizd el andlisis molecular de las muestras. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes participantes, tras la explicacion
correspondiente de la naturaleza del estudio y se obtuvieron los consentimientos de los
comités éticos de los hospitales involucrados en el estudio.

1.1 Criterios de inclusion

Los pacientes debian tener un diagnoéstico confirmado de Linfoma CD20 positivo en su
centro de referencia. El diagndstico histolégico debe realizarse sobre una muestra de
tejido linfoide y todos los diagnoésticos se realizaron sobre muestras basales de tejido,

sin tratamiento previo.

Los criterios histolégicos que se emplearon para su clasificaciéon fueron los empleados
en la WHO classification descritos en los documentos de la introduccién.

Todos los casos debian tener positividad para CD20 determinada por
inmunohistoquimica.

Todos los pacientes incluidos recibieron tratamiento con esquemas de quimioterapia y
rituximab.

1.2 Criterios de exclusion.

Pacientes menores de 18 afios.

Se excluyeron los linfomas de células B ricos en células T, linfomas B primarios
mediastinicos, Linfomas B difusos de células grandes cutdneos y los intravasculares por

sus distintos comportamientos y tratamientos.

Pacientes no candidatos a tratamientos de quimioterapia y anticuerpos.
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Pacientes que no firmaran el consentimiento informado o denegaran la extraccién de
las muestras de sangre adicionales para el estudio.

Los casos con infeccién asociada de VHC o VIH que habian requerido tratamiento
inmunosupresor previo se excluyeron.

1.3 Obtencion de muestras.

Las muestras sanguineas se obtuvieron una vez confirmado el diagndstico de linfoma
(en las condiciones previamente descritas) y previo a la administracién del primer ciclo
de quimioterapia en 100 pacientes, una de las muestras no fue valida para analisis y
otros tres pacientes se excluyeron del analisis porque se carecia de datos clinicos para
su posterior correlacién, por lo tanto 96 de las muestras iniciales fueron validos para el
analisis.

Las muestras de sangre periférica se extraian en un tubo de EDTA (anticoagulante) y se
requeria un volumen aproximado de 10 cc.

Se extrajeron muestras de 60 pacientes con linfoma difuso de célula grande y 36
foliculares.

Entre 4 y 6 semanas tras la finalizacién de los tratamientos de quimioterapia se
obtuvieron nuevas muestras de sangre de 16 pacientes con Linfomas difusos de célula
grande y de 15 de los pacientes con linfoma folicular.

Para el grupo control se obtuvieron muestras de 68 voluntarios sanos, estas muestras
fueron obtenidas en la Unidad de Hematologia de nuestro hospital.

1.4 Recogida de datos.

En el momento del diagnéstico se analizaron diversos datos clinicos tales como la edad,
sexo, estadio segln la clasificacién Ann Arbor, grado histolégico, presencia de sintomas
B, nimero de regiones ganglionares afectas, nimero de localizaciones extranodales,
presencia de infiltracién de médula 6sea, performance status, presencia de enfermedad
Bulky entendida como masa tumoral mayor de 10 cm, presencia de virus de la hepatitis
C, niveles de lactato deshidrogenasa, B2 microglobulina, albimina y los test
hematoldgicos rutinarios. Se calcularon los indices pronoésticos internacionales IPI para
los linfomas de alto grado y FLIPI para los linfomas foliculares y de esta forma los
pacientes fueron clasificados en grupos de bajo riesgo (puntuaciéon de 0 a 2) o alto
riesgo( con una puntuacién de 3 a 5).
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1.5 Seguimiento y tratamiento.

Se realizé un seguimiento prospectivo de las pacientes, comenzando después del
diagnostico y tratamiento. El seguimiento se bas6 en controles regulares cada 3 meses
durante el primer y segundo afio, cada 6 meses durante el tercer afio y luego anualmente
hasta la recaida. Se realizaban exploracién fisica, analisis bioquimicos y exploraciones
radiolégicas ( TAC de torax y abdomen), rastreo con galio y RMN o PET si era sugerido
por los radidlogos.

Un 86% de los pacientes recibieron 6 ciclos de R-CHOP cada 21 dias ( compuesto de
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona y rituximab, administrado a la
dosis estandar para este régimen)>*.

El resto de los pacientes recibieron distintas combinaciones de quimioterapia siempre
asociada a anticuerpo ( rituximab).

Las respuestas se evaluaron de forma clinica, radiolégica y con criterios patolégicos en
base a las guias internacionales de criterios de respuestal®?.

Se catalogan de acuerdo a los siguientes criterios:

RESPUESTA COMPLETA:

Desaparicion de toda evidencia de enfermedad, tanto clinica como bioquimica y
radiolégica durante al menos 4 semanas después de finalizar los tratamientos.
Todos los ganglios linfaticos y masas tumorales deben haber regresado a su tamafio
normal.
Si la médula 6sea estaba afecta, el infiltrado debe haber desaparecido en una nueva
muestra tomada tras el tratamiento.

RESPUESTA COMPLETA SIN CONFIRMAR:

Desaparicion de toda evidencia clinica, radiologica y bioquimica de la enfermedad.
Puede permanecer una masa residual < de 1.5 cm en su didmetro mayor que haya
disminuido mas de un 75% de la suma de los productos de los diAmetros mayores de las
lesiones tumorales, o una médula dsea indeterminada tras el tratamiento ( aumento en
el nimero o tamafio de los agregados sin atipia citologica ni arquitectural).

RESPUESTA PARCIAL :
Reduccién mayor o igual al 50% en la suma de los didmetros mayores de las zona
tumorales, sin aumento del tamafio de ninguin otro nédulo, del higado o del bazo.
Las masas hepaticas o del bazo deben disminuir al menos un 50%.
No evidencia de nuevas localizaciones de la enfermedad.
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ENFERMEDAD ESTABLE:
Menos que respuesta parcial pero sin ser enfermedad progresiva.

ENFERMEDAD PROGRESIVA:

Aumento mayor o igual al 50% desde el nadir en la suma de los didmetros mayores de
las lesiones.
Aparicién de nuevas localizaciones tumorales

Las pacientes con respuesta patoldgica no confirmada sin evidencia de recaida o
progresion de la enfermedad en los 3 primeros meses de seguimiento se clasificaban
como respuesta completa.

Otros términos empleados se definen como:

SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP):
Es el tiempo transcurrido desde la entrada en el estudio hasta la documentacién de la
progresion del linfoma, recaida o muerte como resultad el linfoma.

SUPERVIVENCIA GLOBAL:

Se define como el tiempo desde la entrada en el estudio hasta la ultima observacién o
muerta por alguna causa. Define un grupo de pacientes con un diagnéstico de
enfermedad que estan vivos después de una duraciéon determinada de tiempo. Es muy
frecuente dar este valor a 5 afios que en el caso de tumores agresivos es indicativo de
curacién de la enfermedad. En el caso de linfomas foliculares el dato mas usado es la
supervivencia global 10 afios.

RESPUESTA GLOBAL:

Es la suma de las respuestas parciales mas las respuestas completas y se calcula desde
el diagnodstico hasta la recaida en la pacientes tratadas o hasta la muerte por cualquier
otra causa.

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD:
Es el tiempo transcurrido desde la respuesta completa hasta la recaida o muerte por

otra causa.

2.-Metodologia

2.1 Aislamiento de exosomas

La sangre periférica de los pacientes incluidos en el estudio era analizada de la
siguiente forma:
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La muestra de sangre eran recogidas en un tubo con anticoagulante y se sometian a
centrifugacion para separar el plasma, que quedaba como sobrenadante, de las células
sanguineas propiamente dichas ( hematies, leucocitos, plaquetas...).

Los exosomas se aislan por centrifugaciones diferenciales.

Se cogian 3 ml de plasma por muestra y se centrifugaba inicialmente a 500 g durante 10
minutos para eliminar las células.

El sobrenadante se centrifuga a 16500g durante 20 min , a este proceso le sigue un
filtrado con un filtro de 0.22 pum PVDF ( Millipore, Carrigtwohill, Ireland).

El filtrado se ultracentrifugara con OptimaTM (MAX-XP, Beckman Coulter, Fullerton,
CA) a 120000g durante 70 minutos.

Se eliminara el sobrenadante y el precipitado se resuspendera en 1 ml de PBS (
Phosphate Buffered Saline). Es en este precipitado en el que quedan recogidos los
exosomas circulantes en sangre periférica.

Se comprob6 la existencia de exosomas en la muestra con microcopia electrdnica.

Los exosomas se almacenaron a -80°C en alicuotas de 1 ml hasta su utilizacion .

2.2 Cuantificacion de exosomas

Para cuantificar la cantidad de exosomas liberados, la actividad de la acetilcolinesterasa
( una enzima que es especifica de estas vesiculas) debe ser evaluada. LA
acetilcolinesterasa es una enzima reguladora que controla la trasmision de los impulsos
nerviosos a través de la sinapsis colinérgica por hidroélisis del trasmisor excitador de
acetilcolina

En resumen, 40 pl de la fracciéon de exosomas se afiaden a celdas individuales de una
microplataforma de 96 celdillas.

1.25 Mn de acetilcolina y 0.1 mM 5°5-dithiosis ( 2-acido nitrobenzoico) se afladen a la

fraccién de los exosomas alcanzando un volumen final de 300 pl.
Se monitoriza el cambio en la absorciéon a 412 nm cada 10 minutos durante 30 minutos.
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2.3 Extraccion del RNA del exosomas

El ARN de los exosomas se obtuvo mediante el kit de extraccion “mirVana™ miRNA
Isolation Kit” (ambion, Austin, TV).

Este kit consigue extraer pequefias moléculas de RNA en aproximadamente 30 minutos.
Consiste en realizar 2 filtraciones secuenciales con diferentes concentraciones de etanol
y asi se obtiene una fraccién de RNA altamente enriquecida en RNA < 200 nt

Una vez obtenido se cuantificard espectofotometricamente (NanoDrop ND-1000,
Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA) que se utiliza para valorar las
concentraciones de acidos nucleicos y purificar muestras de acidos nucleicos hasta 3700
ng/ ul sin diluciones.

Para la sintesis de cDNA, el RNA es retrotranscrito con Gold RNA PCR Core Kit (PE
Biosystems Foster City , CA, USA). Este Kit esta diseflado para la transcripcion inversa y

la amplificaciéon por PCR (polimerasa chain reaction) de una zona especifica de RNA del
total de RNA, RNA mensajero (mRNA) y RNA viral.

Se analiz6 RNA mensajero de genes previamente descritos, que se habian identificado
en la literatura como factor prondstico en los linfomas, es decir como
biomarcadores. Estos genes son : BCL-XL, NFkB, MYC, BCL6, PTEN y AKT.

Se realiz6 una PCR a tiempo real de los genes implicados en el Light Cycler (apparatus 8
Roche Diagnostics, MAnnheim, Germany) usando el LightCycler 480 SYBR Green I
Master Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) de acuerdo con las instrucciones
de uso. El kit es muy sensible para detectar y cuantificar secuencias definidas de DNA y
para realizar RT-PCR en 2 pasos . Es necesario designar los primers para cada “target”.

Los primers usados son:

mRNA Secuencia del primer Temperatura

Bcl-x1 5’AGTCGGATCGCAGCTTGG3’ 59
5'TGCATTGTTCCCATAGAGTTCC3

NFkpB 5’ACCTCTCAGGCCCACTCGC3’ 59
5'CGGTAAAGCTGAGTTTGCGG3

MYC 5'TGGATTTTTTTCGGGTAGTGG3'F 59
5'GTCGTAGTCGAGGTCATAGTTCC3'R

BCL6 5'CCTGTGAAATCTGTGGCACCCG3'F 61
5'CGCAGCTGGCTTTTGTGACGG3'R

PTEN 5'CAATGTTCAGTGGCGGAACTTG3’ 59
5'GAACTTGTCTTCCCGTCGTGTG3

AKT 5'GCAGACTGTCTCCGAGACGC3’ 59

5'GCAAATGGACTGAGACGGC3
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Al final de los ciclos de PCR, el analisis de las curvas de fusion confirma la generacién de
los productos especificos de los PCR esperados.

Los productos de la PCR fueron secuenciados en un ABI Prism™ 377 DNA sequences
apparatus (PE Applied Biosystems Foster City, CA, USA).

En un estudio previo de nuestro grupo!!? utilizamos para la RT-PCR 3 housekeeping
usados comuinmente en los estudios de tumores (PGK1, SDHA y UBC) y se demostr6 que
su expresion en plasma no era estable. Se ha establecido que la presencia de mRNA en
plasma puede estar provocada por un mecanismo de liberacién activa lo que podria
explicar que estos genes housekeeping ( PGK1, SDHA y UBC) no fueran adecuados para
los estudios que determinan mRNA libre en el plasma de los pacientes con cancer.

En ausencia de genes housekeeping no es posible cuantificar la cantidad de otros genes
detectados. Por esa razdén analizamos la presencia de determinados genes como

presentes o ausentes.

El analisis de mRNA se realiz6 por duplicado.

3.- Analisis estadistico de los datos

La recogida de datos para el anlisis observacional de los mismos se realiz6 en EXCEL.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando el software SPSS versién 15.0.

Los parametros clinicopatolégicos se contrastaron con la presencia de los genes diana
de mRNA por el test de chi-cuadrado. La relacion entre la probabilidad acumulada de la
supervivencia global y la supervivencia libre de progresién, en relacién con los factores
predictivos analizados se calculé con el método de Kaplan Meier, mientras que las
diferencias significativa entre las curvas se evaluaron col el test log-rank de Mantel.

Para identificar factores independientes que pudieran tener significacién en la
influencia en la supervivencia global y la supervivencia libre de progresidn, se aplico el

modelo de regresion de riesgo proporcional de Cox .

El valor de p < 0.05 se considera estadisticamente significativo.

Blanca Cantos Sanchez de Ibargiien 93




Los analisis estadisticos se realizaron usando el sistema SPSS, version 14.0 software
estadistico (SPSS Inc. Chicago, IL).

4. Aspectos éticos
4.1 Consentimiento informado

Se solicito el consentimiento informado de los participantes una vez comprobado que
cumplian los criterios de inclusién y ninguno de exclusién. Tras el diagnostico de
linfoma no Hodgkin CD 20 positivo , se procedia la programaciéon del tratamiento con
quimioterapia y anticuerpos. Previo a la administracién del primer ciclos se solicitaba el
consentimiento informado y tras su firma se procedia la extraccién de sangre para el
estudio.

El modelo de consentimiento empleado es el adjuntado como ANEXO I.
4.2 Confidencialidad de los datos

Los datos personales de los pacientes incluidos en el estudio han sido archivados y
custodiados por los investigadores y solo se han empleado para fines relacionados con
este estudio. Los pacientes han sido identificados con un numero y no se ha dispuesto

de ninglin dato identificativo en el andlisis de los resultados ni en las conclusiones
finales del estudio .

La base de datos esta custodiada por un sistema informatico que solo permite el acceso
a los mismos por personal investigador identificado para este estudio.

4.3 Aprobacién del Comité de Etica

El estudio obtuvo la aprobacién del comité de ética del Hospital universitario Puerta
de Hierro en el afio 2008. Manteniéndose vigente a fecha actual tal y como lo confirman
los documentos acreditativos de dicho comité (Anexo Il y III) .
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BASE DE DATOS EMPLEADA PARA LA RECOGIDA

N¢ H2 CLINICA

NOMBRE

FECHA NACIMIENTO

SEX0: V/ H

DIAGNOSTICO PRINCIPAL:

ESTADIO:

GRADO : BAJO / INTERMEDIO/ ALTO

N¢ BIOPSIA:

PATOLOGIAS PREVIAS:

DIAGNOSTICO DEFINITIVO: FOLICULAR/ DIFUSO

B2 MICROGLOBULINA: ALTA/ NORMAL

VIRUS C: SI/NO

SINTOMAS B: SI/NO

NUMERO ED REGIONES GANGLIONARES AFECTAS:

NUMERO DE REGIONES GANGLIONARES AGRUPADAS: <4 />4
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BULKY: SI/NO

LDH: NORMAL// DOBLE/TRIPLE

VELOCIDAD SEDIMENTACION GLOMERULAR

ALBUMINA: NORMAL/<4

HEMOGLOBINA: NORMAL/BAJA

LEUCOCITOS: NORMAL/ BAJOS/ >15000

LINFOCITOS: NORMAL/ BAJOS

PS:0/1/2/3/4

RIESGO IPI (DIFUSOS): BAJO/ INTERMEDIO BAJO/ INTERMEDIO ALTO/ ALTO

FLIPI ( FOLICULARES):

ALTERACION HEPATICA: SI/NO

FECHA 12 EXTRACCION:

TIPO QUIMIOTERAPIA:

N¢ CICLOS DE QUIMIOTERAPIA:

SEROLOGIAS PREQUIMIOTERAPIA: SI /NO

RADIOTERAPIA: NADA/ INFRA DIAFRAGMATICA/SUPRA
DIAFRAGMATICA/SUBTOTAL
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MATERIALY METODOS I

RESPUESTA A TRATAMIENTO 12 LINEA: PARCIAL/COMPLETA/ESTABLE/PROGRESION

TOXICIDAD HEMATOLOGICA: SI/NO

NEUTROPENIA: SI/ NO CIFRA NEUTROFILOS:

G-CSF: SI/ NO PROFILACTICO/ TRATAMIENTO

TOXICIDAD NO HEMATOLOGICA: SI/NO

INFECCIONES : SI/ NO

FIN DE QUIMIOTERAPIA:

FECHA DE 22 EXTRACCION:

SEROLOGIAS POSTQUIMIOTERAPIA:

RECAIDAS/NO

FECHA DE 12 RECAIDA:

LOCALIZACION 12 RECAIDA: DISEMINADA/SUPRA DIAFRAGMATICA/
INFRADIAFRAGMATICA

TRATAMIENTO 12 RECAIDA: QUIMIOTERAPIA/RADIOTERAPIA/ TRASPLANTE/
OBSERVACION
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RITUXIMAB EN 12 RECAIDA: SI/NO

RESPUESTA TRAS 12 RECAIDA: PARCIAL/COMPLETA/ ESTABLE/PROGRESION

SEGUNDA RECAIDA: SI/NO

EXITUS : SI/NO

CAUSA DE EXITUS
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MATERIALY METODOS

| Comunldag do Madris

B

I¥. LOAIRDES CABRERA GaRCIA, SKCRFTARIA DEL COMITE
DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CNIVERSITARIO
PUERTA DE 1HERRO DE MADRID

CERTIFICA

Brae dieho Cormlé ka evaluado of pruyecto de investizacian ouludo:

“ARNmM TUMORAL EN PLASMA DE PACIENTES CON LINFOMAS Y
HRESISTENCTA AL TRATAMIENT( EN LA FRA POST-RITUXIMAT

el e es mvestigador princpal ¢ e, Mariune Provese o Pulla, aoazidesnda U s
slaniewrsients ez vorrecto desde o pumie do wisia metodaldgion ¥ Gice Debesi
presantar protocele v hoja do informeeion al peeients definitves al menes un mes
s de meiarse of estudio, Aota n® 232 de Techa 2204013

En Mad-ic, o 22 de abail de 2003

Fdo: Lousdes Cubrera Garcia
Boorerarg O ELC,
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SaludMadrid

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D*. Cristina Avendalo Sold, Presidenta del COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DEL HOSFITAL UNIVERSITARIO PUERTA DE HIERRO
MAJADAHONDA

HACE CONSTAR QUE:

Que ¢l estudio titulado “Estudio de resistencia molecular al tratamiento con ritccimad en
Iinfomay no Hodygkin CD20 positive”, presentade por el Dr. Provencio del Servicio de
Oncologia Médica, ha sido evaluado ¥ aprobado en varias ocasiones por el CFIC, con
motive de su presentacion 8 distintas convocatorias competitivas de financiacion.

La primera aprobacién por ¢l CEIC pars la realizacion del proyecto data de 22/04/2008 v la
aprebacién se mantiene vigente a fecha de hoy.

Majadahonda, a 19 de mayo de 2015

Fdo. Dra, Avendafo Sold

Presidenta del CEIC
é’omuoeossre Red
Joaguin Rodrigo, 2 24
zszgzammama!mwm S H S H

Hospitales sin Huw
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MATERIALY METODOS I

MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido suficientemente informado por el equipo médico del Servicio de Oncologia del
Hospital ....ooveiiiiicn e Con respecto a los estudios de biologia
molecular que estan realizando con la extracciéon de sangre y en tejido tumoral, con el
objetivo de investigar ciertas caracteristicas genéticas y factores que puedan predecir el
comportamiento de la enfermedad neoplasica a la largo plazo ( por ejemplo, una mejor

o peor respuesta a los tratamientos empleados).
Toda la informaciéon referente a las personas que participen en el estudio sera
confidencial y no serd suministrada a otras personas que no sean los investigadores del

estudio.

En ninglin momento estos analisis serdn empleados con otros fines mas que los aqui

expuestos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma del paciente

Fecha: Firma del Investigador
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RESULTADOS I

RESULTADOS
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RESULTADOS
Analisis de la base de datos

1.- ANALISIS DE LA BASE DE DATOS DEL SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA DEL
HOSPITAL PUERTA DE HIERRO

Revisamos la experiencia del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario
Puerta de Hierro Majadahonda sobre linfomas no Hodgkin.

Se han recogido datos de Linfomas no Hodgkin diagnosticados y tratados en nuestro
centro (630 registros) incluyéndose multiples histologias tales como: Linfoma
linfoblastico T, Linfoma T intestinal, Leucemia/Linfoma T de adultos, Linfoma anaplasico
de células grande T, Otros Linfomas T de alto grado, Leucemia linfocitica crénica T-
Prolinfocitica, Otros T, Linfoma de células NK, Micosis fungoide-Sd Sezary, Linfoma
linfoblastico B, Linfoma difuso de célula grande, linfoma Burkitt, Linfoma periférico
no especificado, Linfoma angioinmunoblastico, LLC-Prolinfocitica de célula pequeiia, ,
Linfoma angiocéntrico, Linfoma anapldsico de células grandes, Inmunocitoma-
Plasmocitoma, Linfoma del manto, Linfoma folicular, Linfoma de la zona marginal-
MALT, Linfoma marginal esplénico.

Analizamos 396 pacientes diagnosticados de Linfoma Folicular o Linfoma Difuso de
célula grande , el resto de registros correspondian a histologias distintas a las
especificadas y fueron descartados. El registro mas antiguo de linfomas foliculares data
de 1980 y en el caso de Linfomas difusos de célula grande de 1987. Los ultimos datos
registrados son pacientes diagnosticados en Junio del 2014 para que existiera un
minimo de 24 meses de seguimiento.

De estos 396 pacientes, 12 se excluyeron para todos los analisis ya que no disponiamos
de datos clinicos salvo el del diagnostico histoldgico.

Se analizaron un total de 156 linfomas Foliculares (40%) y 228 Linfomas Difusos de
Célula Grande ( 60%).

K Linfoma difuso de
celula grande

i Linfoma folicular

L Linfoblastico B

L linfoblastico T

Grafico 1. Representacion grafica de la distribucién de linfomas de la base de datos del Servicio
de Oncologia Médica del Hospital Puerta de Hierro
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1.1 LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
1.1.1 Caracteristicas generales de los pacientes.

De los 228 pacientes diagnosticados de Linfoma difuso de célula grande en nuestro
centro 110 eran mujeres , lo que supone un 48% de los casos y 118 pacientes eran
varones ( 52%).

La edad media al diagnostico era de 61 afios y la mediana de edad 63 afios, con un
rango de edad comprendido entre los 14 afios ylos 95 afios.

El 44% de los pacientes diagnosticados de Linfoma difuso de célula grande tenian
menos de 60 afios en el momento del diagnostico y el 56% tenian méas de 60 afios .

En el momento del diagnostico la mayoria de los pacientes presentaban un buen estado
general con un 68% de los pacientes de PS0 0 1y un 32% con PS < 2.

Los sintomas B estaban ausentes en el 59% de la poblacién ( 123 pacientes) y por el
contrario estaban presentes en el 28%, lo que suponian 59 pacientes. No disponemos de
datos de este registro en 36 pacientes por lo que se consideran desconocidos.

1.1.2 Caracteristicas de la enfermedad.

En cuanto a la distribucién por estadios, segun la clasificacion de Ann Arbor, 64
pacientes tenian un estadio I ( 29%), 63 pacientes tenian un estadio II ( 28%), 42
pacientes se clasificaron como estadio III (19%) y 53 pacientes se clasificaron en el
estadio IV (24%).

La enfermedad Bulky (definida como una masa > 10 cm) se identific6 en un 35% (79
pacientes), estaba ausente en el 65% ( 146 pacientes) y no estaba definida en un 3% de
los casos.

Los niveles de LDH eran normales en el 35% ( 79 pacientes), se encontraban elevados
en el 41% (94 pacientes) y no se habia recogido en un 24% de los casos (55 pacientes).

Si los clasificamos segun los factores prondsticos de la enfermedad, tenemos un 56%

con IPI de 0-1, un 39% con IPI 2-3, considerando a este grupo como de riesgo
intermedio y un 5% con IPI > 4 y clasificados como de alto riesgo.
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RESULTADOS
Analisis de la base de datos

1.1.3 Caracteristicas del tratamiento.

Dividiendo a los pacientes segun el tipo de tratamiento recibido encontramos que 3
pacientes se trataron con cirugia exclusiva ( reseccién de la afectaciéon ganglionar por
linfoma) , que no llega a ser ni el 1,5% de los casos, no recibieron ningtn tipo de
tratamiento 15 pacientes (7%), la gran mayoria (156 pacientes- 75%) recibi6
quimioterapia exclusivamente (con o sin anticuerpos), 6 pacientes ( 3%) solo recibieron
tratamiento con Radioterapia y 28 pacientes (13%) recibieron un tratamiento
combinado de quimioterapia y radioterapia.

Esto supone que del total de pacientes analizados el 88% (184 de 228 pacientes)
recibieron tratamiento sistémico con quimioterapia (con o sin anticuerpo).

Del total de pacientes analizados 100 pacientes recibieron tratamiento con Rituximab y
126 no lo recibieron. El tratamiento con Rituximab comenz6 a estar disponible en
Espaia en el afio 2007, algunos pacientes lo recibieron en ensayo clinico a partir del afio
2005.

1.1.4 Seguimiento y evolucion de la enfermedad.

Con un seguimiento medio de 9 afios, el 59% de los pacientes de los que disponiamos
de seguimiento habian fallecido (131 pacientes) y un 40% permanecian vivos (90
pacientes). Son 7 los pacientes que perdemos a lo largo de la evolucién de la
enfermedad y de los que no disponemos de informacién en el momento del cierre del
estudio.

En 70 pacientes ( 30% del total de pacientes) se detectaron recaidas de la enfermedad
con un seguimiento medio de 9 afios.

1.1.5 Supervivencia libre de progresion.

La supervivencia libre de progresién en el grupo de pacientes diagnosticados de
linfoma difuso de célula grande a un afio fue de un 71% (IC 95% 0.64-0.76, error
estandar 0.03), a dos afnos era de un 60% ( IC 95% 0,53-0,66, error estandar de 0,03) y a
los 5 afios disminuia a un 47% ( IC 95% 0,40-0,53, error estandar de 0,03).
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Si diferenciamos entre los pacientes que reciben Rituximab y los que no :

SUPERVIVENCIA LIBRE DE SIN TRATAMIENTO CON CON TRATAMIENTO CON
PROGRESION RITUXIMAB RITUXIMAB
A 12 meses 66% (1C95% 57%-74%) 76% (1C95% 67%-84%)
A 24 meses 55% (1C95% 46%-64%) 66% (1C95% 55%-74%)
A 60 meses 42% (1C95% 32%-51%) 54% (IC95% 43%-64%)

Tabla 1. Supervivencia libre de progresién a 1, 2 y 5 afios en pacientes con Linfoma Difuso de célula

grande segun en tratamiento recibido

Si comparamos los sujetos que recibieron Rituximab con los pacientes que no

recibieron el anticuerpo como parte de su tratamiento, y analizamos lo ocurrido en los

10 afios siguientes al diagndstico, observamos lo siguiente:

Kaplan-Meier survival estimates

o

o 4 —

0

N

o

o

0

S b |

O ‘l_‘

o

S 4

o T T T T T

0 2 4 6 8 10
analysis time
NUMERO DE PACIENTES

Al Inicio 2 afios 6 afios 10 afios
LDCG con RTX 66 54 23 5
LDCG sin RTX 49 37 18 3

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
CON TRATAMIENTO CON RITUXIMAB

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
SIN TRATAMIENTO DE RITUXIMAB

Figura 1. SLP en pacientes con LDCG segun el tratamiento recibido.
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Analisis de la base de datos

La supervivencia libre de progresion es mas elevada de forma significativa en los
pacientes con linfoma difuso de célula grande que reciben tratamiento con rituximab (
p=0,004).

1.1.6 Supervivencia global.

En cuanto a la supervivencia global de la serie de linfomas difusos de célula grande, de
un total de 212 individuos de los que disponemos de datos para realizar el andlisis de
supervivencia, al afio estan vivos el 80% (1C95% 74%-85%, error estandar de 0,02), a
los 2 afios esta cifra desciende a un 66% (IC95% 60%-72%, error estandar de 0,03) y a
los 5 afios sélo estan vivos un 55% (1C95% 47%-61%).

La tasa de mortalidad mas elevada de esta enfermedad ocurre en los 2 primeros afios
desde el diagnéstico.

La supervivencia global media en el grupo de pacientes con linfoma difuso de célula
grande es de 8 afios ( IC 95% 42%-57%). Sin embargo estos datos cambian
radicalmente con la introduccién del tratamiento con anticuerpos, ya que en el subgrupo
de pacientes con linfoma difuso de célula grande que ha recibido tratamiento con
rituximab no alcanzamos la supervivencia global media después de 14 afios de
seguimiento ( que es el maximo seguimiento que tiene nuestra serie en este subgrupo
de pacientes). Por contraposiciéon la supervivencia global media del subgrupo de
pacientes que no ha recibido tratamiento con rituximab es de 5 afios ( IC 95% 41%-
59%).

1.1.7 Andlisis de la supervivencia global segtin las caracteristicas de los pacientes.
Realizamos un andlisis multivariante para determinar la influencia de los factores
pronoésticos ya conocidos en la evolucion de la enfermedad.
En esta primera parte analizamos los factores relacionados con el paciente como son la
edad, dividiendo los grupos de riesgo entre menores de 60 afios y mayores de 60 afios y

el estado general definido como Performance status (PS), agrupando los pacientes entre
buen estado general (PS 0-1) o mal estado general ( PS = 2).
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VARIABLE CATEGORIA HAZARD RATIO INTERVALO VALOR P
CONFIANZA 95%
PS PS0-1vs=>2 1,74 1,11-2,70 0,014
EDAD <60vs=260 2,54 1,52-4,23 0,0001

Tabla 2. Andalisis multivariante de Cox segun las caracteristicas de los pacientes.

Confirmamos en nuestra serie que tanto el estado general del paciente en el momento
del diagnostico como la edad son factores prondsticos independientes en los linfomas
difusos de célula grande.

1.1.8 Analisis de la supervivencia global segtin las caracteristicas de la enfermedad.

En esta ocasion realizamos el andlisis multivariante teniendo en cuenta el estadio,

agrupamos los estadios iniciales (Estadio I-II) frente a los estadio avanzados de la
enfermedad ( Estadios III-IV) y el IPI (Indice pronéstico internacional) distinguiendo
entre bajo riesgo a los pacientes con puntuacién de 0-1, riesgo intermedio pacientes con
puntuacion 2-3 y alto riesgo a los pacientes con puntuacion = 4.

VARIABLE CATEGORIA HAZARD RATIO INTERVALO VALOR P
CONFIANZA 95%
ESTADIO [-11 vs ITII-1V 1,42 0,84-2,38 0,18
bajo vs intermedio 0,95 0,54-1,68 0,87
IPI
0,83 0,30-2,30 0,72
Intermedio vs alto

Tabla 3. Analisis multivariante de Cox segun las caracteristicas de la enfermedad.
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En esta ocasion no conseguimos demostrar en nuestra serie el valor prondstico
independiente del estadio y del IPI agrupado por grupos de riesgo al no alcanzar la
significacién estadistica.

1.1.9 Andlisis de la supervivencia global segtin los tratamientos recibidos.

Si analizamos los datos de supervivencia global segun si los pacientes han recibido o no
tratamiento con rituximab, observamos la siguiente evolucién a lo largo de los afios:

SUPERVIVENCIA GLOBAL SIN TRATAMIENTO CON CON TRATAMIENTO CON
RITUXIMAB RITUXIMAB

A 12 meses 75% (IC95% 66%-82%) 87% (IC95% 79%-82%)

A 24 meses 60% (1C95% 51%-69%) 74% (1C95% 64%-82%)

A 60 meses 50% (IC95% 41%-59%) 60% (IC95% 49%-70%)

Tabla 4. Analisis multivariante de Cox segun los tratamientos recibidos.

Si mostramos la evolucion grafica de la supervivencia global de los pacientes con
linfoma difuso de célula grande a lo largo de los afos ( seguimiento a 10 afios) y
diferenciamos los que han recibido Rituximab de los que no :
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Kaplan-Meier survival estimates

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
CON TRATAMIENTO CON RITUXIMAB

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
SIN TRATAMIENTO DE RITUXIMAB

o
Q i
-
0
l\. i
o
@]
LOl i
o
o]
N. i
o
Mediana SG sin RTX= 5afios
o Mediana de SG con RTX = no alcanzada 14 afios
Q i
C T T
0 50 100
analysis time
NUMERO DE PACIENTES
Al Inicio 50 meses 100 meses
LDCG con RTX 82 35 9
LDCG sin RTX 70 21 8

Figura 2. SG en pacientes con LDCG segtn el tratamiento recibido.

Como ocurre con la supervivencia libre de progresidn, la supervivencia global aumenta
de forma estadisticamente significativa con la adicién de rituximab a los tratamientos

convencionales (p=0,03).

1.1.10 Analisis del patron de recaidas tras la introduccion del Rituximab.

Del total de pacientes con linfoma difuso de célula grandes analizados en nuestra serie,
66 pacientes sufrieron recaidas de la enfermedad (28% de los pacientes).

De los 126 pacientes analizados con LDCG que no recibieron Rituximab , 42
presentaron recaidas de la enfermedad, lo que suponen una tasa de recaidas de un 33%.
De los 100 pacientes con LDCG que recibieron tratamiento con quimioterapia y
rituximab 24 presentaron recaidas, tasa de recaidas de un 24%.
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Analizando la evolucion de estas recaidas en el tiempo , observamos:

LDCG NO TRATADO CON LDCG TRATADO CON RITUXIMAB
RITUXIMAB

RECAIDAS EN LOS 2 PRIMEROS 52% 75%
ANOS

RECAIDAS EN LOS 3 PRIMEROS 67% 81%
ANOS

RECAIDAS EN LOS 5 PRIMEROS 80% 92%
ANOS

RECAIDAS TARDIAS* 20% 8%

*Las recaidas tardias son aquellas que se producen a mds de 5 arios del diagndstico

Tabla 5. Patr6n de recaidas en pacientes con LDCG en la era pre y post rituximab.

La mayoria de las recaidas de pacientes con LDCG tratados con quimioterapia y
anticuerpo ocurren en los 2 primeros afios, siendo las recaidas tardias excepcionales (
menos del 8%) con diferencias estadisticamente significativas ( p< 0,001) respecto a los
Linfomas difusos que no reciben rituximab que presentan una tasa de recaidas tardias
del 20%.

1.1.11 Anadlisis de la supervivencia libre de progresion a 12 y a 24 meses y la supervivencia
global.

Analizamos la supervivencia libre de progresiéon (SLP) a 12 meses ( SLP12) y a 24
meses (SLP24) y su relacién con la supervivencia global de los pacientes y las
diferencias que existen entre los pacientes que recibian Rituximab y los que no.

Pudimos evidenciar que en el grupo de linfomas difusos los que no recibian rituximab

una menor proporciéon no alcanza SLP12, un 33% de los pacientes no la alcanzan frente
a un 25% de pacientes que no alcanzan SLP12 si reciben el anticuerpo, aunque las
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diferencias no son estadisticamente significativas (p= 0,25, test Fisher) entre los que
reciben y no el anticuerpo.

Si existen diferencias estadisticamente significativas (p< 0,001) entre los pacientes que
alcanzan la SLP12 y los que no lo alcanzan con independencia del tratamiento recibido .
La supervivencia global estimada es mayor en los pacientes que no recaen en los
primeros 12 meses.

Cuando analizamos exclusivamente el subgrupo de pacientes que recibe rituximab
también existen diferencias estadisticamente significativas (p< 0,001) entre los
pacientes que alcanzan las SLP12 (SG a 5 afios de un 80%) y los que no lo alcanzan (SG a
5 afios de un 15%).

o
Od =
- §
,'-
uwn . “w,
N~ | “, DIFUSOS tratados con Rituximab con SLP12
o N
j . T DIFUSOS sin tratamiento de Rituximab con SLP12
- b
g-‘ DIFUSO tratado con Rituximab sin alcanzar SLP12
| “ ) mmme=— DIFUSO sin tratamiento de Rituximab sin alcanzar SLP12
ol | o
.l |
s| L
\l
o \ 1
S
(= By T T T
0 10 20 30
analvsis time
Al inicio 10 anos 20 afios
73 14 0 0
______ 75 35 10 0
24 0 0 0
""" 37 2 0 0

Figura 3. SG estimada en pacientes con LDCG segtn alcancen o no la SLP12.

Si estos datos los analizamos evaluando la supervivencia libre de progresién a 24 en
vez de a 12 meses, obtenemos que un mayor porcentaje de pacientes que reciben
rituximab alcanzan una supervivencia libre de progresién ( 67% de los pacientes
tratados) frente a un 56% de los pacientes no tratados con anticuerpo que alcanzan una
supervivencia libre de progresion a 24 meses , pero estas diferencias no son
estadisticamente significativas (p=0,1, test Fisher).
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Cuando comparamos los pacientes que alcanzan la SLE24 frente a los que no la
alcanzan con independencia de los tratamientos existen diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,001) y si realizamos este mismo analisis en la subpoblacion de
pacientes con LDCG y tratamiento con rituximab comprobamos que la supervivencia
estimada es claramente superior para aquellos pacientes que alcanzan la SLE24 (SGa 5
afos estimada de un 90%) frente a los que no alcanzan la SLE24 ( SG estimada a 5 afios
de un 20%) con una diferencias estadisticamente positiva (p< 0, 001).

Kaplan-Meier survival estimates

o
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0 ﬁ"uﬁ_ DIFUSOS tratados con Rituximab con SLP24
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N L‘, I‘ﬁ,,,,\ ------- DIFUSOS sin tratamiento de Rituximab con SLP24
(=30 I 1
;‘
g 1 llI . DIFUSO tratado con Rituximab sin alcanzar SLP24
A  —

A RH ) 1| - DIFUSO sin tratamiento de Rituximab sin alcanzar SLP24
2| & I
o 1
3 —
o T T T T

0 10 o2 30

analysis time
Al inicio 10 anos 20 afios
66 13 0 0
------ 63 35 10 0
31 1 0 0
""" 49 2 1 0

Figura 4. SG estimada en pacientes con LDCG segtn alcancen o no la SLP24.
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1.1.12 Anadlisis de las recaidas tempranas.

Los pacientes con recaidas tempranas de la enfermedad ( < 24 meses desde el
diagnodstico) presentan peor supervivencia global que aquellos que presentan recaidas
mas tardias en el global de pacientes, sin tener en cuenta cual ha sido el tratamiento
administrado.

Kaplan-Meier survival estimates

p=0,0001

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
CON RECAIDA EN < 24 MESES

0.50
L

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
SIN RECAIDA EN < 24 MESES

0.00
L

0 5] 10 15 20 25 afios
analysis time

Figura 5. SG en pacientes con LDCG que presenta recaida precoz de la
enfermedad .

En la poblacién de pacientes con Linfoma difuso y tratamiento de quimioterapia y
anticuerpo recaen en menos de 24 meses 15 pacientes y presentan recaidas mas tardias
6 pacientes, si analizamos en el subgrupo de recaidas precoces la supervivencia:

Kaplan-Meier survival estimates

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
2 CON RECAIDA EN < 24 MESES
o

LINFOMA DIFUSO DE CELULA GRANDE
CON RECAIDA EN > 24 MESES

L ——
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T T U J
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analysis time anos

NUMERO DE PACIENTES

Al Inicio 5a 10a 15a 20a
Recaidaen <24 m 15 7 2 2 1
Recaida en > 24 m 6 6 5 4 4

Figura 6. SG en pacientes con LDCG tratados con quimioterapia y rituximab que
presenta recaida precoz de la enfermedad .

Evidenciamos que la recaida precoz confiere peor prondstico con una diferencia
estadisticamente significativa ( p=0,0001).
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RESULTADOS
Analisis de la base de datos

1.2 LINFOMA FOLICULAR

1.2.1 Caracteristicas generales de los pacientes.

De los 156 pacientes con linfomas foliculares el 44% eran mujeres y un 56% eran
varones.

La edad media al diagnéstico era de 57 afios y la mediana de edad es de 61 afos, con
un rango de edad comprendido entre los 23 ylos 90 afios.

En el subgrupo de pacientes con linfoma folicular el 55% tenian menos de 60 afios en el
momento del diagnostico y el 45% tenian mas de 60 afios.

En el momento del diagnostico la mayoria de los pacientes presentaban un buen estado
general con un 76% de pacientes con PS0 o0 1y un 24% con PS < 2.

Los sintomas B estaban ausentes en el 72% de la poblacién ( 91 pacientes) y por el
contrario estaban presentes en el 23%, lo que suponian 29 pacientes. No disponemos de
datos de 6 pacientes por lo que se consideran desconocidos.

1.2.2  Caracteristicas de la enfermedad.

En cuanto a la distribucién por estadios, segun la clasificacion de Ann Arbor, 10
pacientes tenian un estadio I ( 12%), 21 pacientes tenian un estadio II ( 14%), 41
pacientes se clasificaron como estadio III (26%) y 74 pacientes se diagnosticaron en el
estadio IV (48%).

La enfermedad Bulky (definida como una masa > 7 cm) se identificé en un 27% (42
pacientes), estaba ausente en el 73% ( 113 pacientes) y no estaba definida en un 11
pacientes.

Los niveles de LDH eran normales en el 52% ( 80 pacientes), se encontraban elevados
en el 23% (36 pacientes) y no se habia recogido en un 25% de los casos (39 pacientes).

Si los clasificamos segun los factores prondsticos de la enfermedad, tenemos un 55% de
pacientes con FLIPI de 0-1, un 40% con FLIPI 2-3, considerando a este grupo como de
riesgo intermedio y tan solo un 5% de pacientes con FLIPI = 4 y clasificados como de
alto riesgo.
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1.2.3 Caracteristicas del tratamiento.

En funcién del tratamiento recibido la distribucién fue como se detalla a continuacion
detectamos que solo 6 pacientes se trataron con cirugia exclusiva, lo que suponen el 4%
de los casos, no recibieron ningun tipo de tratamiento o se desconoce que tratamiento
recibieron 8 de los pacientes (5%), la gran mayoria (104 pacientes- 67%) recibid
quimioterapia exclusivamente (con o sin anticuerpos), 7 pacientes ( 5%) solo recibieron
tratamiento con Radioterapia y 31 pacientes (20%) recibieron un tratamiento
combinado de quimioterapia y radioterapia.

Esto supone que del total de pacientes analizados el 87% (135 de 156 pacientes)
recibieron tratamiento sistémico con quimioterapia (con o sin anticuerpo).

Del total de pacientes analizados 47 pacientes recibieron tratamiento con Rituximab y
108 no lo recibieron.

1.2.4 Seguimiento y evolucion de la enfermedad.

Con un seguimiento medio de 9 afios, el 52% de los pacientes de los que disponiamos
de seguimiento habian fallecido (81 pacientes) y un 48% permanecian vivos (72
pacientes) en el momento del andlisis. Son 3 los pacientes que perdemos en el
seguimiento y no disponemos de su situacién en el momento del cierre del estudio.

Aproximadamente la mitad de los pacientes habian presentado recaidas de la
enfermedad a lo largo de la evolucién ( 77 pacientes), en 79 de los casos no se
evidenciaron las recaidas.

El 64% de las recaidas se produjeron en los tres primeros afios tras el diagnéstico y
esta cifra aumentaba a un 70% si considerabamos las recaidas en los 5 primeros afios.
1.2.5 Supervivencia libre de progresion.

La supervivencia libre de progresiéon ( en nuestra serie) en el grupo de pacientes
diagnosticados de linfoma folicular en el primer afio fue de un 81% (IC 95% 74%-86%,

error estandar 0.03), a los dos afios era de un 67% ( IC 95% 59%-74%, error estandar
de 0,04) y alos 5 afios disminufa a un 46% ( IC 95% 38%-54%, error estandar de 0,04).
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Si diferenciamos entre los pacientes que reciben Rituximab y los que no :

SUPERVIVENCIA I’.IBRE DE SIN TRATAMIENTO CON CON TRATAMIENTO CON
PROGRESION RITUXIMAB RITUXIMAB

A 12 meses 78% (1C95% 69%-85%) 86% (IC95% 72%-93%)

A 24 meses 60% (1C95% 50%-69%) 82% (1C95% 67%-90%)

A 60 meses 37% (1C95% 27%-46%) 68% (1C95% 51%-80%)

Tabla 6. Supervivencia libre de progresién a 1. 2 y 5 afios en pacientes con Linfoma folicular seguin el

tratamiento recibido .

Si comparamos ambos subgrupos de pacientes ( pacientes que han recibido tratamiento
con Rituximab y los pacientes que no lo han recibido como parte de su tratamiento) y lo

mostramos en una grafica, obtenemos:

Kaplan-Meier survival estimates
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analysis time
NUMERO DE PACIENTES
Al Inicio 2a 4a 6a 8a 10 a
Folicular con RTX 36 32 25 17 7 2
Folicular sin RTX 64 43 21 9 5 1

Figura 5. SLP en pacientes con LF segtn el tratamiento recibido.
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La adicion de Rituximab al tratamiento del Linfoma folicular aumenta de forma
estadisticamente significativa la supervivencia libre de progresion ( p= 0,005).

1.2.6 Supervivencia global.

Disponemos de un total de 149 pacientes con Linfoma folicular en los que podemos
realizar andlisis de supervivencia. Si analizamos el conjunto de los pacientes con linfoma
folicular sabemos que al afio estan vivos el 95% de los pacientes ( 1C95% 89%-97%,
error estdndar de 0,01), a los 2 afios el 86% seguiran vivos (IC 95% 79%-90%, error
estandar de 0,02) , a los 5 afios el 60% estan vivos ( IC 95% 57%-73%, error estandar
de 0,04).

La supervivencia global media de esta serie es de 10 afios ( IC 95% 41% -58%, error
estandar de 0,05).

La tasa de mortalidad va aumentando progresivamente a lo largo de los afios, en los 5
primeros afos analizados.

Como sucedia en el subgrupo de pacientes con Linfoma difuso la supervivencia global
media se ve claramente afectada por la introduccién de los tratamientos con Rituximab,
y observamos que en el grupo de pacientes que ha recibido el anticuerpo en algin
momento de la evolucion de su enfermedad la supervivencia global media no la
alcanzamos en nuestra serie tras 14 afios de seguimiento, a los 10 afios de seguimiento
el 65% de los pacientes estan vivos ( IC 95% 44%-80%) y estos mismos datos se
mantienen en los afios siguientes sugiriendo que no existen recaidas de la enfermedad
mas alla de este tiempo. Sin embargo el andlisis realizado en los pacientes que no han
recibido tratamiento con Rituximab cifra la supervivencia global media en 8 afios, en
este periodo el 50% de los pacientes afectos de linfoma folicular han fallecido ( IC 95%
39%-59%) y la mortalidad continua aumentando hasta los 20 afios de seguimiento.

1.2.7 Andlisis de la supervivencia global segtn las caracteristicas de los pacientes.

Realizamos un andlisis multivariante para determinar la influencia de las
caracteristicas clinicas en la evolucion de los pacientes con Linfoma folicular:
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INTERVALO
VARIABLE CATEGORIA HAZARD CONFIANZA | VALORP
RATIO 95%
PS PS0-1vs=>2 1,66 0,93-2,97 0,08
EDAD <60 vs 60 afos 2,39 1,10-5,17 0,03

Tabla 7. Andlisis multivariante de Cox en pacientes con LF segun las caracteristicas de los pacientes.

De estos datos deducimos que la edad por si sola es una caracteristica que afecta
directamente a la supervivencia , mas que el PS y que incluso otras variables
relacionadas con el tratamiento o la enfermedad.

1.2.8 Analisis de la supervivencia global segtin las caracteristicas de la enfermedad.
Dentro de las caracteristicas de la enfermedad es bien conocido que los estadios

avanzados confieren peor pronéstico y también el FLIPI ( Indice pronéstico
internacional para Linfomas foliculares):

INTERVALO
VARIABLE CATEGORIA HAZARD RATIO | CONFIANZA 95% VALOR P
ESTADIO [-11 vs ITII-1V 1,80 0,92-3,53 0,08
bajo vs intermedio 1,29 0,60-2,76 0,49
FLIPI
0,83 0,24-2,81 0,77
Intermedio vs alto

Tabla 8. Andlisis multivariante de Cox en pacientes con LF segun las caracteristicas de la enfermedad.
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Al analizar los factores en conjunto el valor prondstico independiente del estadio y el

FLIPI pierde valor cuando lo ajustamos con la edad y el PS.

1.2.9 Analisis de la supervivencia global segtin los tratamientos recibidos.

Tal y como ocurria con la supervivencia libre de progresion , la adiciéon de Rituximab a
los tratamientos convencionales del Linfoma folicular ha producido un aumento en la
supervivencia global de esta enfermedad a lo largo de la evolucidn.

SUPERVIVENCIA GLOBAL SIN TRATAMIENTO CON CON TRATAMIENTO CON
RITUXIMAB RITUXIMAB

A 12 meses 94% (1C95% 87%-97%) 95% (1C95% 83%-98%)

A 24 meses 84% (1C95% 75%-89%) 91% (1C95% 77%-96%)

A 60 meses 60% (IC95% 49%-69%) 79% (1C95% 62%-89%)

Tabla 9. Andlisis multivariante de Cox en pacientes con LF segtin los tratamientos recibidos.

Si analizamos el efecto que tienen el afiadir Rituximab a la supervivencia de los

pacientes con linfoma folicular y realizamos unas curvas de Kaplan-Meier:

Kaplan-Meier survival estimates

LINFOMA FOLICULAR TRATADO CON
RITUXIMAB

0.50
Il

LINFOMA FOLICULAR SIN TRATAMIENTO
CON RITUXIMAB

T
0 50 100 150

analysis time meses

NUMERO DE PACIENTES

Al Inicio 50 meses 100 meses
Folicular con RTX 39 25 5
Folicular sin RTX 64 24 6

Figura 6. SG en pacientes con LF segtin el tratamiento recibido.
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La supervivencia global de las pacientes con linfoma folicular tratadas con Rituximab es

superior de forma estadisticamente significativa ( p= 0,001).

1.2.10 Analisis del patrén de recaidas tras la introduccion de los tratamientos con

Rituximab.

En la serie analizada existen 77 recaidas en un total de 156 linfomas foliculares
analizados, lo que nos da una tasa de recaidas de un 49%. Si dividimos las poblaciones
segun hayan recibido o no el anticuerpo, observados que la tasa de recaidas en pacientes
que no han recibido el anticuerpo es de un 58% versus un 29% en los pacientes que si

han recibido el anticuerpo.

Analizando de nuevo el patrén de recaidas y su evolucién en el tiempo:

L FOLICULAR NO TRATADO | L FOLICULAR TRATADO CON
CON RITUXIMAB RITUXIMAB

RECAIDAS EN LOS 2 53% 50%

PRIMEROS ANOS
RECAIDAS EN LOS 3 70% 60%

PRIMEROS ANOS
RECAIDAS EN LOS 5 78% 72%

PRIMEROS ANOS
RECAIDAS TARDIAS* 22% 28%

* Las recaidas tardias son aquellas que se producen a mas de 5 afios del diagnéstico

Tabla 10. Patrén de recaidas en los LF segin hayan recibido o no tratamiento con rituximab.

Aunque la tasa de recaidas en los pacientes con linfoma folicular ha disminuido con la
introduccién del rituximab el patrén de recaidas no ha variado claramente, el 72% de
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los pacientes presentas las recaidas de la enfermedad antes de los 5 afos del diagnéstico
pero hasta un 28% de los pacientes presentas recaidas de la enfermedad pasados los 5
afios. No existen diferencias significativas en las recaidas tardias en pacientes que han
recibido rituximab y los que no (28% versus 22%, p = 0,8, test Fischer).

1.2.11 Analisis de la supervivencia libre de progresion a 12 y 24 meses y la supervivencia
global.

Analizamos la supervivencia libre de progresiéon (SLP) a 12 meses ( SLP12) y a 24
meses (SLP24) y su relaciéon con la supervivencia global y las diferencias que existen
entre los pacientes que recibian Rituximab y los que no.

Cuando analizamos la poblacién de linfomas foliculares vemos que alcanzan una
supervivencia libre de progresion a 12 meses el 80% de los pacientes que no reciben
anticuerpo en combinacién con la quimioterapia frente a un 87% de los pacientes que
reciben anticuerpo y quimioterapia aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas ( p= 0,3, test Fisher).

Kaplan-Meier survival estimates

8
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o | ] \\H FOLICULAR tratados con Rituximab con SLP12
Z HL B FOLICULAR sin tratamiento de Rituximab con SLP12
o J L \ N
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§ 1 = o S R FOLICULAR sin tratamiento de Rituximab sin alcanzar SLP12
I 2/
8.
o T T T T
0 10 20 30
analysis time
40 7 0 0
...... 83 35 8 2
6 0 0
""" 19 2 0 0

Figura 7. SG estimada en LF en pacientes segin alcancen o no la SLP12.

Sin embargo al analizar los pacientes que alcanzan una supervivencia libre de
progresién a 24 meses vemos que los pacientes que reciben la combinacién de
quimioterapia y anticuerpo alcanzan la SLP24 el 83% frente a un 62% de los que no

reciben el anticuerpo y esta diferencia es estadisticamente significativa ( p= 0,012, test
Fisher).
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Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 8. SG estimada en LF en pacientes segtin alcancen o no la SLP24.

1.2.12 Andlisis de las recaidas tempranas.

Hemos analizado el subgrupo de pacientes con linfoma folicular y recaida precoz de la
enfermedad, entendida como aquella que ocurre en los primeros 24 meses frente a los
linfomas foliculares que presentan recaidas mas tardias de la enfermedad y se detecta
una peor supervivencia tanto en el grupo de todos los linfomas foliculares ( p= 0,004)
con independencia del tratamiento recibido.

En el analisis de todos los linfomas foliculares:

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 9. SG en pacientes con LF segtn la recaidas tempranas.
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Si analizamos exclusivamente el grupo de linfomas foliculares que recibe tratamiento
con Rituximab, aunque existen diferencias claras en la supervivencia , no detectamos
diferencias estadisticamente significativas debidas al escaso nimero de individuos en
cada rama (p=0,12). Las curvas si determinan una peor supervivencia para los pacientes
que presenta recaidas precoces (< de 24 meses) de la enfermedad.

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 10. SG en pacientes con LF tratados con quimioterapia y rituximab segin
las recaidas precoces.

126




RESULTADOS
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1.3 COMPARATIVA ENTRE LOS LINFOMAS FOLICULARES Y LINFOMAS DIFUSOS

Si analizamos en nuestra base de datos exclusivamente los pacientes que han recibido
tratamiento con rituximab como parte de su tratamiento y realizamos un analisis
comparativo entre las 2 entidades histolégicas detectamos los siguientes puntos.

1.3.1 Anadlisis de la supervivencia libre de progresion en pacientes tratados con Rituximab

segun el subtipo histoldgico.

Analizamos la supervivencia libre de progresiéon a 1 afio, a 2 afios y a 5 afios en los
pacientes diagnosticados de linfoma folicular que habian recibido tratamiento con
rituximab y asi mismo en los pacientes con linfoma difuso de célula grande que habian

recibido este mismo tratamiento .

SUPERVIVENCIA I’,IBRE DE LINFOMA FOLICULAR LINFOMA DIFUSO DE CELULA
PROGRESION GRANDE
12 meses 86% (1C 95% 72%-94%) 76% (67%-84%)
24 meses 82% (1C 95% 67%-90%) 66% (55%-74%)
60 meses 68% (1C 95% 51%-80%) 54% (43%-64%)

Tabla 11. Comparativa de la SLP entre LF y LDCG en pacientes tratados con rituximab.

Blanca Cantos Sanchez de Ibargilien

127




Si estos datos los analizamos en una curva de Kaplan-Meier:

Kaplan-Meier survival estimates
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Al Inicio 5a 10a
LDCG con RTX 96 34 11
L. FOLICULAR con RTX 46 22 5

Figura 11. SG en pacientes con LF y LDCG tratados con quimioterapia y rituximab.

Aunque existen diferencias evidentes en la Supervivencia libre de progresiéon entre los
pacientes con linfoma folicular y linfoma difusos de células grandes , a favor de una
mayor supervivencia libre de progresion en los pacientes con linfoma folicular, no existe
una diferencia estadisticamente significativa en nuestra serie (p= 0,12).

1.3.2 Andlisis de la supervivencia global en pacientes que han recibido tratamiento con
Rituximab segun el subtipo histoldgico.

Si realizamos el andlisis de la supervivencia global a 1 afio, 2 afios y 5 afios obtenemos
los siguientes resultados:
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SUPERVIVENCIA GLOBAL LINFOMA FOLICULAR LINFOMA DIFUSO DE CELULA
GRANDE
12 meses 95% (1C 95% 83%-98%) 87% (79%-92%)
24 meses 91% (1C95% 77%-96%) 74% (64%-82%)
60 meses 79% (IC 95% 62%-89%) 60% (49%-70%)

Tabla 12. Comparativa de la SG en pacientes con LF y LDCG tratados con quimioterapia y rituximab.

La supervivencia global de los pacientes con linfoma folicular es claramente superior a
la de los pacientes con linfoma difuso de célula grande.

Los datos trasladados a una grafica de Kaplan-Meier:

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 12. SG en pacientes con LF y LDCG tratados con quimioterapia y rituximab.
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Tampoco conseguimos alcanzar una significacién estadistica ( P=0,07) debido a una
escasa potencia estadistica ya que es evidente como las graficas se separan en la
evolucidn.

La proporciéon de mejora al afiadir los tratamientos de rituximab si se mantiene en los
dos subtipos histologicos siendo este beneficio muy evidente en los primeros afios tras
el diagnéstico.

1.3.3 Tasas de recaidas de linfomas foliculares y difusos de célula grande en pacientes
tratados con Rituximab.

La tasa de recaidas de pacientes que han recibido tratamiento con quimioterapia y
anticuerpo es menor que aquellos que no lo han recibido. En linfomas difusos la tasa de
recaidas disminuye de un 33% a un 24% y la disminucién es mucho mas acusada en los
linfomas foliculares que disminuye de un 58% a un 29%.

El patrén de recaidas en la era post-rituximab era muy similar entre los linfomas
foliculares y los linfomas difusos, el 80% de los casos de linfomas difusos habia recaido
antes de los 3 afos del diagnostico y el 86% de los casos de linfomas foliculares.

Si analizamos la tasa de incidencia de recaidas en nuestra poblacién a lo largo de los
afos de seguimiento y comparamos las 2 poblaciones de linfomas observamos:

LINFOMA DIFUSO DE CELULA LINFOMA FOLICULAR
GRANDE
LOS 2 PRIMEROS ANOS 125* 92*
DEL 22 AL 52 ANO 28* 36*
MAS DE 5 ANOS 17* 53*

*La tasa de incidencia viene expresada con recaidas por cada 1000 pacientes-afio

Tabla 13. Tasa de incidencia de recaidas a los 2 afios, del 22 al 52 afio y mas alla de os 5 afios
en SG en pacientes con LF y LDCG.
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Las recaidas ocurren con mayor frecuencia en los 2 primeros afios de seguimiento de la
enfermedad en ambas histologias, el mayor cambio ocurre en los linfomas difusos de
célula grande en las que las recaidas pasados los primeros afios del diagndstico son
excepcionales, en el linfoma folicular continuamos observando recaidas tardias de la
enfermedad a pesar de la introduccién del rituximab aunque estas son menos
frecuentes.
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RESULTADOS
Estudio de exosomas

2.- ESTUDIO DE EXOSOMAS EN PACIENTES CON LINFOMA NO
HODGKIN TRATADOS CON QUIMIOTERAPIA E INMUNOTERAPIA.

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES.

Se reclutaron 99 pacientes de forma prospectiva con diagndstico de linfoma no
Hodgkin, ya fuese linfoma folicular o linfoma difuso de célula grande ente Enero del
2005 y Enero del 2011, entre los distintos centros participantes ( detallados en Material
y Métodos). El seguimiento clinico de los enfermos se ha realizado hasta Junio del 2016.

De nuestra serie global no se obtuvieron datos clinicos de 3 pacientes por lo que de los
96 restantes que se han analizado el 62.5% eran linfomas de alto grado (difusos de
célula grande) y el 37.5% eran de bajo grado (foliculares).

Las caracteristicas de los pacientes de este estudio son las que se muestran en la TABLA
14.

En la serie estudiada la edad media al diagndstico era de 60 afios con un rango que va
desde los 26 a los 87 afios.

El 53% de los pacientes eran varones y un 47% mujeres. El 31% de los pacientes
tenfan sintomas B y el 45% afectacidn extranodal.

En el momento de evaluar la respuesta a los tratamientos tuvimos que excluir a 7
pacientes de los que n disponiamos de informaciéon y de los 92 individuos analizados, el
67% presentaron respuesta completa de la enfermedad un 26% respuesta parcial y solo
un 4% se consideraron refractarios al tratamiento.

Si clasificamos la poblacion en base a los factores de riesgo , el 73% de los linfomas
foliculares tenian un FLIPI de bajo riesgo y el 74% de los linfomas difusos tenian un IPI
de bajo riesgo, mientras que el 27% de los foliculares tenian un FLIPI de alto riesgo y el
26% de los difusos tenia un IPI de alto riesgo.

En el momento del andlisis de los datos existian un 19% de recaidas en el grupo de
linfomas difusos y un 17,1% de recaidas en el grupo de linfomas foliculares, lo que
suponia una tasa de recaidas totales de casi un 18% con un seguimiento medio de unos
3 afnos.

Si analizamos las poblaciones por separado la edad media de los pacientes afectos de

linfoma folicular era de 54 afios ( rango de edad desde los 26 a los 85 afios) . Un tercio
de los pacientes eran menores de 50 afios y dos tercios mayores de 50 afnos.
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De los 56 pacientes de nuestra muestra que fueron diagnosticados de linfoma difuso y
de los que disponiamos del dato de la edad se concluye que la edad media era de 62 afios
(rango de 26 a 87 afos).
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TABLA 14. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Total series LDCG LF
N % N % N %
Estadio
I 12 12,4% 10 16,9% 2 5,6%
II 27 27,8% 23 39,0% 4 11,1%
111 25 25,8% 12 20,3% 12 33,3%
1\ 33 34,0% 14 23,7% 18 50,0%
LNA"
<4 51 57,3% 37 69,8% 13 38,2%
24 38 42,7% 16 30,2% 21 61,8%
Bulky
Negativo 50 53,8% 26 45,6% 23 67,6%
Positivo 43 46,2% 31 54,4% 11 32,4%
LDH
Normal 66 71,7% 38 67,9% 27 79,4%
Elevada 26 28,3% 18 32,1% 7 20,6%
PS™
0 31 32,3% 11 19,0% 20 55,6%
1 45 46,9% 30 51,7% 14 38,9%
2 16 16,7% 13 22,4% 2 5,6%
3 4 4,2% 4 6,9% 0 0,0%
Recaida/progresion
No 78 82,1% 47 81,0% 29 82,9%
Si 17 17,9% 11 19,0% 6 17,1%

*LNA: nimero de areas ganglionares afectas
*PS: Performance Status
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2.2 RESULTADOS DE EFICACIA Y SUPERVIVENCIA EN NUESTRA POBLACION

La tasa de respuestas globales (ORR) en la poblaciéon estudiada fue de 93%,
obteniéndose respuesta completa en el 63% de los pacientes y un 26% obtuvieron una
respuesta parcial.

Con seguimiento medio de 28 meses ( rango entre 19 y 103 meses), el 18% de los
pacientes presentaron recaida y un 15% habian fallecido.

Si realizamos una comparacién entre la supervivencia libre de progresiéon y la
supervivencia global entre los distintos grupos de pacientes, pacientes con linfoma
folicular y pacientes con linfoma difuso de célula grande, no se encuentran diferencias
significativas entre estas poblaciones, como se detalla en la Tabla 2.

LF LDCG P
% | N % | N
SLP
12 meses 88.2% (77.4%-99%) 86.5% (77.2%-95.8%)
24 meses 80.7% (66.7%-94.7%) 79% (67.2%-90.8%) | NS
36 meses 80.7% (66.7%-94.7%) 79% (67.2%-90.8%)
SG
12 meses 100% 88.9% (80.5%-97.3%)
24 meses 92.6% (82.7%-100%) 79.9% (68.6%-91.2%) | NS
36 meses 92.6% (82.7%-100%) 79.9% (68.6%:-91.2%)

Tabla 15. Comparativa de la SG y SLP entre pacientes con LF y LDCG.

Como hemos podido comprobar estos datos son superponibles a los que hemos
analizado previamente en nuestra base de datos en la era POST RITUXIMAB (Tablas 11
y 12) , confirmandose también en este subgrupo que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos subtipos de linfomas ni en SLP ni en SG y
este es el motivo por el que andlisis de la supervivencia se ha realizado en el global de
pacientes para no perder potencia estadistica al disminuir el nimero de individuos.

En la serie global con un seguimiento medio de 36 meses , la supervivencia libre de

progresion fue de 80,2% ( 95% IC, 71,4%-89%) y la supervivencia global fue de un
85,2% (95% IC, 77,4%- 93%).
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2.3 DETECCION DE EXOSOMAS Y ANALISIS CUANTITATIVO
Los exosomas fueron cuantificados por la actividad de la acetilcolinesterasa.

Se detectaron exosomas en el plasma de pacientes con linfoma folicular y linfoma
difuso de células grandes y en un grupo de individuos sanos ( 68) que sirvieron como
controles.

Se cuantificaron los niveles de acetilcolinesterasas en todos los individuos salvo en 5
pacientes afectos de linfomas en los que no se pudo obtener una cuantificacién pero si
se detectaron los mRNA.
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No se objetivaron diferencias entre los niveles de exosomas entre los distintos grupos
de linfomas estudiados ( linfomas foliculares y linfomas difusos de células grandes).

El andlisis cuantitativo de los niveles de exosomas fue muy variable y no se encontré
ninguna asociaciéon entre los niveles de exosomas y la evolucién de los enfermos, ni con
la respuesta a los tratamientos.
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No se determind el nivel cuantitativo de exosomas en los individuos sanos solo se
realizé el analisis de la presencia de mRNA.
2.4 PRESENCIA DE mRNA EN LOS EXOSOMAS
2.4.1 Presencia de mRNA en los exosomas de pacientes afectos de Linfoma no Hodgkin.
Analizamos la presencia de mRNA en los exosomas del plasma de los pacientes,
determinando la presencia de 6 variedades de mRNA que se habian descrito en

publicaciones previas como factores pronostico en los linfomas.

En resumen, en la poblaciéon global de pacientes con linfomas detectamos unas
positividades de los siguientes porcentajes:

AKT 139
pTEN 25%
NF-KB 89§ ——
bel-6 34%
bel-xl 16%
myc 9%
O 5% 10 15% 20% 25% 30¢% 35 105

Grafico 2. Porcentaje de expresion de los distintos mRNA en pacientes afectos de Linfoma.

2.4.2 Presencia de mRNA en los exosomas de controles sanos

Se analizaron los 6 mismos genes en un grupo de sujetos sanos ( 68 individuos) que
tomamos como controles.
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Detectamos las siguientes expresiones de genes ( mostradas en porcentajes):

AKT I 1%

NF-KB — 14%
ocrs [ 16%
bxl [ 4%

myc - %

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 10% 80%

Grafico 3. Porcentaje de expresion de los distintos mRNA en los sujetos sanos.

2.4.3 Comparativa entre la expresion de los distintos mRNA presentes en los exosomas
entre pacientes afectos de linfomas e individuos sanos.

Si comparamos los porcentajes de mRNA detectados en los exosomas de los 99
pacientes afectos de linfoma y en los 68 individuos sanos, obtenemos los siguientes
resultados:

NF-kB BCl-6 BCL-XL

LINFOMAS

Tabla 16. Comparativa en la expresion de los distintos mRNA entre pacientes afectos de linfoma y sujetos sanos.
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Las unicas diferencias estadisticamente positivas encontradas fueron con la expresion
de mRNA de BCL6 y pTEN.

Se detect6 una mayor proporcion de casos positivos para BCL-6 en pacientes afectos
de linfoma que en los sujetos sanos (p< 0.001, Test de x?2).

Los pacientes afectados de linfoma presenta una mayor actividad bcl-6, el gen bcl6 se

exp

resa en células B y linfocitos T CD4+, segin los datos de nuestro estudio.

Mientras que la presencia de mRNA de PTEN se detecté en mds casos de la serie
control (p> 0.001, Test de x?).

Los pacientes afectos de linfomas parecen tener una pérdida de expresiéon de PTEN

(gen supresor) lo que ocasionaria una promocién de la supervivencia celular.

El resto de estudio de mRNA (c-myc, bcl-xl, AKT y NF-KB) no demostré diferencias
significativas con respecto a la poblacién de sanos estudiada.

40%% 34%

y
o

myc bel-xl oTEN AXT

Grafico 4. Comparacién en la expresiéon de mRNA entre sujetos con linfoma e individuos sanos.

SANOS

LINFOMAS
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2.4.4 Deteccion de mRNA en exosomas de pacientes con Linfoma Folicular

Se obtuvieron muestras de plasma de 35 pacientes diagnosticados de Linfoma folicular
previo al tratamiento de quimioterapia y los porcentajes de deteccién de los distintos
mRNA fueron los siguientes:

AT R 6%
BTNy 20
NEKE [ %

B | m——————— 17
| | ————— 25
myc | 6%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Grafico 5. Porcentaje de deteccién de mRNA en pacientes con linfoma folicular.

2.4.5 Comparativa entre la expresion de los distintos mRNA presentes en los exosomas
entre pacientes afectos de linfomas folicular e individuos sanos.

NF-kB BCl-6 BCL-XL

LINFOMA
FOLICULAR

Tabla 17. Comparativa en la expresion de los distintos mRNA entre pacientes afectos de LF y sujetos sanos.

En el caso de pacientes con linfoma folicular no existen diferencias estadisticamente
significativas en la expresiéon de ninguno de los mRNA analizados con respecto a la
poblacién sana.
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2.4.6 Deteccion de mRNA en exosomas de pacientes con Linfoma Difuso de Célula Grande

Obtuvimos muestras de plasma de 60 pacientes afectos de Linfoma difuso de célula
grande en el momento del diagnostico previo a la administracién de los tratamientos de
quimio-inmunoterapia y detectamos la siguiente proporcién de positividades de mRNA:

AKT 2%

pTEN 25%

|

NF-KB 10%

|

bel-6 45%

I

bel-xl 10%

!

myc 12%

I

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Grafico 6. Porcentaje de deteccién de mRNA en exosomas en pacientes con linfoma difuso
de célula grande.

2.4.7 Comparativa entre la expresion de los distintos mRNA presentes en los exosomas
entre pacientes afectos de linfomas difuso e individuos sanos.

NF-kB BCl-6 BCL-XL C-MYC

LINFOMA 25%
DIFUSO

10% 45% 10%

1% 67% 14% 16% 4% 7%

Tabla 18. Comparativa en la expresion de los distintos mRNA entre pacientes afectos de LDCG y sujetos sanos.

Si comparamos de nuevo nuestros datos de pacientes con linfoma difuso de célula
grande con la poblaciéon sana, podemos observar que existen diferencias
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estadisticamente significativas en los niveles de BCL6 y PTEN.

Los niveles de expresion de mRNA de bcl6 son significativamente superiores en la
poblacion afecta de linfoma difuso de célula grande que en los individuos sanos
(p=0,001) y existe una pérdida de expresion de mRNA de PTEN en pacientes afectos
de linfoma difuso de célula grande con respecto a la poblacién sana ( no afecta por
linfoma) (p=0,001).

67%

70% SANOS
Ly

50% a5% LINFOMA DIFUSO

30%
20% 290/
12%
7% 10%
10% . .4'-\: 2% 1%
%
myc bel-xl becl-6 NF-KB pTEN AKT

WsSeriel ®Serie2

Grafico 7. Comparativa entre la expresion de los distintos mRNA en exosomas entre pacientes
con LDCG v suietos sanos.

2.4.8 Comparativa entre la expresion de los distintos mRNA presentes en los exosomas
entre pacientes afectos de linfomas folicular y pacientes afectos de linfoma difuso de célula
grande.

La presencia de casos positivos para mRNA de BCL-6 en plasma fue mayor para
pacientes con linfoma difuso de célula grande que en los pacientes con linfomas
foliculares (p= 0.005, Test de %?2) y la presencia de BCL-XL fue menor en los linfomas
difusos que en los linfomas foliculares (p= 0.024, Test de %?).

El resto de los mRNA analizados no demostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos variedades histoldgicas de linfoma.

2.5 PRESENCIA DE mRNA EN LOS EXOSOMAS DE PACIENTES TRAS EL TRATAMIENTO
DE QUIMIOTERAPIA'Y RITUXIMAB:

De los 98 pacientes iniciales en los que habiamos conseguido aislar exosomas del
plasma y analizar los mRNA, obtuvimos una muestras post-tratamiento ( tras un
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esquema de poliquimioterapia y rituximab) en 31 pacientes (15 pacientes con linfoma
folicular y 16 pacientes con linfoma difuso de célula grande).

Los porcentajes de expresion de los distintos mRNA en esas 31 muestras obtenidas
post-tratamiento fueron:

AKT %

pTEN | 19%

NF-KB %%

bcl-6 | 33%

bel-xl | 9%

m .‘\IC j ll_l I.i‘l

Grafico 8. Deteccion de mRNA en los exosomas tras tratamiento con quimioterapia y rituximab.

No se detect6 ningtin caso positivo para NF-kb ni para AKT en los pacientes analizados.

Continua manteniéndose mayor expresion de bcl6 que en los sujetos sanos y menor
expresion de pTEN que los individuos sanos en el global de pacientes con linfomas.

Al realizar el analisis estadistico de estos datos debemos tener en cuenta que el
numero de individuos analizados es muy pequefio por lo que podemos generar
hipotesis pero el error estadistico a la hora de interpretar los resultados es
elevado.

En el andlisis del subgrupo de post tratamiento la presencia de mRNA bcl-xI se asocio
con una alta tasa de muerte (p= 0,046).

La presencia de mRNA bcl-6 en los exosomas post-tratamiento en aquellos pacientes
que no lo tenian presente al diagndstico se asocio con no respuesta al tratamiento (p=

0,007 testy?).

Aquellos casos con presencia de pTEN al diagnéstico que pierden este mRNA tras el
tratamiento se asocia con no respuesta al tratamiento ( p=0,040 testy?).
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Hay una tendencia a una asociacion significativa entre la presencia de mRNA de bcl-6
post-tratamiento y la progresion como respuesta cuando se analiza la subpoblacion
de linfomas foliculares (p= 0,07 , test x2).

2.6 RELACION ENTRE mRNA DETECTADOS EN LOS EXOSOMAS Y LA SUPERVIVENCIA
DE LOS PACIENTES
2.6.1 Relacion entre expresion de mRNA y recaida o progresion de la enfermedad.

Del total de los enfermos estudiados 17 presentaron recaida o progresion de la
enfermedad.

En este subgrupo se estudi6 la presencia de los distintos genes en el momento del
diagnostico y si presentaban alguna diferencia respecto a la poblacién que no
presentaba recaidas (76 pacientes).

5% 5% 5% 23% 0% 5%

2% 30% 9% 38% 20% 9%

Tabla 19. Comparativa en la expresion de los distintos mRNA de exosomas entre segun la presencia o no de recaida.

No existe asociacidn estadisticamente significativa en la presencia de mRNA de AKT
(p=0,49, test x2 ), mRNA de NF-kB (p=0,66, test x2 ), mRNA de BCL-6 ( p=0,55, test x2 ) ni
en la presencia de mRNA de C-MYC ( p= 0,55, test x2 ) entre los linfomas que han
presentado recaida y los que no la han presentado.

Ninguno de los pacientes que presenté recaida tumoral expresaba mRNA de bcl-xI al
diagnoéstico. La prueba de Chi cuadrado si demostré un andlisis estadisticamente
significativo (p=0,049) de que los pacientes que recaen tienen menos expresion inicial
de Bcl-xlI que los pacientes que no recaen.
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Se demuestra una asociacién estadisticamente significativa (p= 0,042) entre la
ausencia de expresion de mRNA de pTEN al diagnostico y la mayor probabilidad de

recaida (test 2 ).

Los pacientes en los que se detecta una recaida o progresion de la enfermedad
durante el sequimiento tiene un menor porcentaje de mRNA de PTEN y BCL-XL en los
exosomas en el momento del diagnéstico (p= 0.042 y una p= 0.049, respectivamente,
Test de x?2).

2.6.1.1 Relacién entre expresion de mRNA y recaida o progresion de la enfermedad en
los pacientes con linfoma folicular.

De la serie analizada disponemos de 34 pacientes con diagnostico de linfoma folicular y
en los que se han podido recoges los datos de recaida o no en el periodo de tiempo
analizado.

N=34
Recaidas en 6 pacientes
No recaidas en 28 pacientes

16% 16% 16% 16% 0% 16%

3% 32% 3% 17% 32% 0%

Tabla 20. Comparativa en la expresion de los distintos mRNA de los exosomas de pacientes con LF segtin la presencia o no
de recaida.

En la poblaciéon de linfomas foliculares que presentaron recaida o progresion (6
pacientes) no se detectaron diferencias significativas en la expresion de perfiles
genéticos entre los recaidos y los que no presentaron recaida, aunque el nimero de
pacientes es tan pequefio que probablemente no existe potencia estadistica suficiente
para encontrar diferencias.
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2.6.1.2 Relacién entre expresion de mRNA y recaida o progresion de la enfermedad en
los pacientes con linfoma difuso de célula grande.

De nuestra serie analizada disponemos de un total de 57 pacientes con linfomas difusos
de células grandes de los que disponemos de informacién de recaidas en el periodo de
tiempo analizado.

En la subpoblacién de pacientes difusos se detectan 11 recaidas o progresiones.
N total= 57 pacientes

Recaida en 11 pacientes
No recaidas en 46 pacientes

0% 0% 16% 27% 0% 0%

2% 30% 2% 52% 13% 15%

Tabla 21. Comparativa en la expresién de los distintos mRNA en exosomas de pacientes con LDCG segun
la presencia de recaida.

No se han detectado diferencias significativas en la expresion de mRNA de C-MYC, BCL-
6, BCL-XL, AKT ni NF-kB entre los pacientes con linfoma difuso de célula grande que
recaen y los que no.

Sin embargo en esta subpoblacién de linfomas se evidencia una asociacion
estadisticamente significativa entre la ausencia de expresion de pTEN y la recaida
tumoral (p=0.038, Test de x?).
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2.6.2 Relacion entre expresion de mRNA y exitus por tumor.

Si analizamos la serie completa de individuos afectados de linfoma ( englobamos
foliculares y difusos de célula grande ) y relacionamos la muerte por tumor con la
presencia o ausencia de algunos de los genes estudiados al diagnostico objetivamos:

N=96

Exitus por tumor en 14 pacientes.

Si realizamos el estudio en la poblacién de linfomas , incluso se evidencia una
tendencia a una asociacion significativa entre la presencia de mRNA de BCL-6 en el
momento del diagnéstico y una elevada tasa de muerte por la enfermedad (p=
0.05, Test de x2).

El resto de los genes estudiados no han demostrado diferencias significativas.
Al estudiar las poblaciones de linfomas difusos y linfomas foliculares por separado y

perder poder estadistico tampoco hemos podido detectar diferencias significativas en
los genes estudiados en exitus por enfermedad.

2.6.3 Relacion entre la expresion de mRNA y supervivencia libre de progresion (SLP).

En el conjunto de pacientes con linfoma , el test de Kaplan -Meier muestra una
asociacién estadisticamente positiva entre la ausencia de mRNA de PTEN en los
exosomas y una supervivencia libre de progresion corta ( p=0,054):

148




RESULTADOS
Estudio de exosomas

o
=]
1

PTEN ARNm

I TJausencia
~Ipresencia

o o
= )
1 1

Supervivencia acumulada
n

0,0

T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Supervivencia Libre de
Enfermedad/Progresion (meses)

Figura 13. SLP segun la presencia o ausencia de mRNA de pTEN en los exosomas
de los pacientes con linfoma.

Cuando analizamos exclusivamente la serie de Linfomas Foliculares evidenciamos una
asociacion significativa entre la presencia de mRNA de C-MYC y una peor supervivencia
libre de progresién (p=0, 013, test Kaplan-Meier).
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Figura 14. SLP segun la presencia o ausencia de mRNA de c-myc en los exosomas
de pacientes con linfoma folicular.
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Si analizamos los datos a 36 meses de seguimiento los pacientes que presentaban
mRNA de PTEN al diagnostico tenian una SLP de 95,2% ( 95% IC 86.1% -100%) y los
que no lo expresaban tenian una SLP del 74,9% ( 95% IC, 63,8%-86,1%).

En el caso de C-MYC y con el mismo seguimiento ( 36 meses) los pacientes que tenian
presente el mRNA al diagnostico tenian una SLP del 0% ( IC 95% 0%-0%) frente a los
pacientes que carecian de este mRNA cuya SLP era de 82,6%(95% IC, 68,5%-96,7%).

2.6.4 Relacion entre expresion de mRNA y supervivencia global ( SG)

Si analizamos en conjunto los pacientes diagnosticados de linfoma existe una tendencia
ala significacién estadistica entre la supervivencia global y la presencia en el momento
del diagndstico en los exosomas de BCL-6 y C-MYC. Los pacientes con presencia de estos
marcadores en plasma al diagndstico tienen peor supervivencia global que los pacientes
que no los expresan ( p= 0,059 y p= 0,07 respectivamente, test Kaplan -Meier):
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Figura 15 y 16. Supervivencia Global segtn la presencia o ausencia de mRNA de bcl-6 (14) y c-myc (15)
en los exosomas de pacientes con linfoma.

Con 36 meses de seguimiento , los pacientes con presencia de mRNA de C-MYC y BCL-6
en los exosomas en el momento del diagndéstico inicial presentaban una supervivencia
global de 77,1% ( 95%IC, 62,2%-92%) y 60.9% ( 95%IC, 25,5%-96,3%), mientras que
los pacientes que no expresaban estos mRNA tenian una SG de 89,2% ( 95%IC, 80,2%-
98,2%)y 87,7%( 95%IC, 80,1%-95,3%) respectivamente.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas con el resto de mRNA
analizados , incluyendo cuando se realizé el estudio en las 2 subpoblaciones
independientemente.

2.6.4.1 Analisis multivariante de Cox

Se realiz6 un andlisis para determinar si existia interaccién entre los parametros
clinicopatolégicos y la presencia de los mRNA en los exosomas.

Las variables clinicopatolégicas que pueden estar relacionadas con la supervivencia
global son el estadio, la afectacién extranodal (p= 0,05), el IPI/FLIPI ( p= 0,02), la
respuesta a los tratamientos (p= 0,0001) y la aparicién de una recaida o progresién (p=
0,001).
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El andlisis multivariante de Cox determind como factores prondsticos independientes
de supervivencia global, la presencia o ausencia de mRNA de BCL-6 y C-MYC en los
exosomas al diagnoéstico junto con la apariciéon de una recaida o progresion.

VARIABLE CATEGORIA HR 95%IC VALOR P
Recaida/Progresion Sivs No 10,862 2,672-44,159 0,001
mRNA C-MYC Presente o ausente 8,519 1,819-39,887 0.007
mRNA BCL-6 Presente o ausente 9,095 1,706-48,476 0,010

Tabla 22. Analisis multivariante de Cox

2.6.4.2 mRNA en los exosomas y supervivencia en la serie estratificada segun la
respuesta a los tratamientos.

En la serie global de pacientes con linfomas tratados con esquemas de quimioterapia y
rituximab el 93% de los pacientes mostraron respuesta parcial o completa a dichos
tratamientos.

En esta serie la presencia de mRNA de AKT en los exosomas al diagndstico se asocié de
forma significativa con no respuesta a los tratamientos de quimio-inmunoterapia
(p=0,052, test %2 ). Esta asociaciéon también e observo en la subpoblacién de linfomas
foliculares (p=0,028, test x?2 ).

Evaluamos también el valor prondstico de los mRNA en el grupo de pacientes que
respondian a los tratamientos.

La presencia de mRNA de AKT en los pacientes que respondian al tratamiento de
quimio-inmunoterapia se asociaba con peor supervivencia libre de progresion
((p=0038, test %2).
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El analisis de Kaplan-Meier también demostré que la presencia de mRNA de C-MYC y
BCL-6 se relacionaba con peor supervivencia global en el subgrupo de pacientes que
respondian a los tratamientos.
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Figura 16 y 17. SG segtin la presencia o ausencia de mRNA de c-myc (16) y bcl-6 (17) en los exosomas de pacientes con
linfoma que respondian al tratamiento.

Cuando volvimos a comprobar el modelo de regresiéon de Cox en la serie estratificada
por respuesta al tratamiento, C-MYC se relaciona con respuesta al tratamiento dando
valor prondstico para la supervivencia global en los pacientes que no responden al
tratamiento. La presencia de mRNA de c-myc se asocia con no respuesta a una primera
linea de tratamiento con quimioterapia e inmunoterapia de forma estadisticamente

significativa.
VARIABLE CATEGORIA HR 95%IC VALOR P
RT* Completa vs no 7,706 2,251-26,377 0,001
completa
RT*- C-MYC mRNA RT* presencia C- 9,980 1,707-58,334 0,011
MYC

* RT= Respuesta al tratamiento.

Tabla 23. Analisis multivariante de Cox en la serie estratificada por respuesta al tratamiento.
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DISCUSION

Los linfomas no Hodgkin con una incidencia mundial estimada de unos 400.000 casos
diagnosticados en el afio 2015 y una mortalidad estimada de 215.000 pacientes en ese
mismo afio, no se encuentran entre los 10 tumores mas frecuentes en el mundo, sin
embargo se situan en el noveno lugar en incidencia por tipo de cancer en Espafia tanto
en hombres como en mujeres , con una tasa de incidencia de 12,1 casos por 100000
varones y en 10,8 casos por 100000 mujeres en nuestro pais.

En niimeros absolutos son un total de unos 4190 casos diagnosticados en varones y
unos 3480 casos en mujeres en el afio 2015, lo que se traduce en un importante
problema de salud publica para la poblacién espafiola. A lo largo de los afios su
incidencia ha ido aumentando debido fundamentalmente al efecto poblacional y la
mortalidad ha ido disminuyendo pasando de ser 92 causa de muerte por cancer en
Espafia en el 2012 a no encontrarse actualmente presente entre las 10 canceres mas
frecuentes en mortalidad.!1!

A pesar del aumento creciente de la incidencia de los linfomas en los dltimos afios, la
mortalidad ha ido decreciendo gracias a los avances en los tratamientos oncoldgicos,
hasta un 50% de los pacientes se curan con los tratamientos actuales, pero continua
existiendo una poblacion de pacientes afectos de linfomas que presentaran recaidas y
muerte producida por la enfermedad, de ahi la necesidad de continuar la investigacién
tanto para determinar los posibles mecanismos de resistencia a los tratamientos,
nuevas vias de crecimiento tumoral sobre las que poder actuar y evitar de esta forma la
propagaciéon tumoral como para definir mejores métodos de seguimiento y deteccién
precoz de la recaida o de la resistencia.

Los linfomas no Hodgkin son las neoplasias malignas de los componentes celulares del
sistema inmune, y en concreto, son las neoplasias clonales derivadas de los linfocitos B y
T, de las células NK y de sus precursores. Reflejan la diversidad de las células de las que
provienen y forman un extenso grupo con caracteristicas clinicas y bioldgicas
diferenciadas aunque con muchos rasgos comunes. El término linfoma no Hodgkin
engloba un grupo de enfermedades que comparten un origen comun en el sistema
linfoide, con caracteristicas patogénicas similares y que tienen, a pesar de una historia
natural diversa, similitudes en el planteamiento de su estudio clinico y en su orientacion
terapéutica basica , en la que jugara un papel principal la inmunoquimioterapia en
muchos de los casos. Las primeras clasificaciones de los linfomas se basaban
exclusivamente en datos morfolégicos y han sido los estudios sobre biologia molecular
llevados a cabo en las ultimas décadas los que han permitido una mejor comprension de
la naturaleza de estas entidades, clasificAndolos en neoplasias linfoides T y neoplasias
linfoides B que seran las analizadas en nuestro estudio. Los linfomas no Hodgkin de
estirpe B suponen mas del 85% de los casos de linfomas no Hodgkin y dentro de estos el
Linfoma difuso de célula grande es el subtipo histolégico mas frecuente ( supone el 30%
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de los diagndsticos de Linfoma no Hodgkin) seguido del Linfoma folicular (20% de los
diagnoésticos de Linfoma no Hodgkin) . Ambas entidades comparten su origen en el
linfocito B y dentro de la clasificaciéon de la World Health Organization (WHO) se
engloban en las neoplasias que provienen de los células B maduras, presentan una
patogenia muy similar desarrollandose la neoplasia en el ganglio linfatico, en la zona
centro-germinal, por lo que los tratamientos son también similares aunque difieren en
otras multiples caracteristica clinicas. En nuestro estudio nos centraremos en el analisis
de estas dos entidades histologicas, no solo por ser las histologias mas frecuentes sino
porque comparten muchos rasgos comunes!12,

El Linfoma difuso de célula grande se presenta como una proliferacion difusa de células
linfoides malignas de tamafio grande que tienen una elevada tasa mitdtica y a menudo
un ndmero variable de células T normales que estan presentes en la biopsia. El
pronoéstico de los pacientes con LDCG clasicamente se ha basado en la estimacion de
riesgo de recaida basada en el International Prognostic Index ( IPI) que incorpora
pardmetros clinicos como la edad y el estado general con datos del tumor como puede
ser el estadiaje y la elevacién de la LDH, la introduccién del rituximab ha modificado la
supervivencia esperada de estos pacientes y ello ha provocado que también se
modifique la previsiéon pronoéstica del IPI. Con el avance de la biologia molecular, el
estudio de los perfiles de expresion genética y la inmunohistoquimica ha dado lugar a
una clasificacion por subtipos moleculares que presentan distinto comportamiento
clinico y distinto prondstico dentro de los LDCG. Se distingue el subtipo molecular
derivado del centro germinal (GCB) con presencia de células B normales del centro
germinal y que es el subtipo de mejor prondstico, el subtipo de linfoma de célula B
primario de mediastino ( PMBL) y un tercer subtipo que derivaba del post-centro
germinal y que es el denominado de células B activadas (ABC) que presenta peor
prondstico.113 El uso de plataformas de expresion génica es muy util para la clasificacién
molecular de los distintos subtipos de LDCG, existen diversos estudios de investigacién
confirmando su capacidad pronéstica pero no es utilizada de forma rutinaria en la
practica clinica por la inaccesibilidad de dichas plataformas a la mayoria de las
instituciones dado su elevado coste.

En los ultimos afios ha cobrado importancia la valoracién del tiempo hasta la recaida
como parametro prondstico. La mayoria de los pacientes con LDCG responderan a una
primera linea de quimioterapia y rituximab pero desafortunadamente un 20-40% de los
pacientes recaeran. La primera recaida suele ocurrir entre los 12-18 meses del
diagnoéstico y a menudo las respuestas a los tratamientos de rescates son pobres.
Muchos de los pacientes que recaen no son candidatos a trasplante. El trasplante
autélogo de médula 6sea consigue curar a un 30-50% de las recaidas de los pacientes
subsidiarios a trasplante, sin embargo la quimioterapia de rescate ( sin trasplante
asociado) solo consigue un 10% de curacién. Los pacientes que se mantienen libres de
recaidas a 24 meses tras el diagndstico tienen una excelente supervivencia a largo plazo,
con muy poca mortalidad relacionada con el linfoma a los 5 afios de seguimiento.!14
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El linfoma folicular por su parte se caracteriza por una proliferacién neoplasica de
células B del centro germinal del ganglio linfatico, incluye centrocitos y centroblastos y
mantiene por lo menos un patrén folicular parcial. Actualmente se graddan los linfomas
foliculares en funcién de la proporciéon de centrocitos y centroblastos, los casos con
mayor proporciéon de centroblastos tienen un comportamiento mas agresivo y tienen
mayor tendencia a transformarse a un linfoma difuso de célula grande. El grado 1-2 de
linfoma folicular se caracterizan por tener < de 15 centroblastos mientras que el grado 3
tienen > 15 centroblastos. El grado 3 se divide en A y B seglin existan o no centrocitos
asociados. En un importante estudio retrospectivo con mas de 500 linfomas foliculares
determinaron que el curso clinico de los linfomas foliculares de grado 1 y 2 es muy
similar al 34, sin embargo el grado 3B tienen un comportamiento clinico mas similar al
linfoma difuso de célula grande, no evidencidndose recaidas mas alla de los 5 afios.11> El
linfoma folicular es una enfermedad biol6gicamente muy heterogénea y el prondstico
varia ampliamente entre los distintos pacientes. El curso clinico de esta enfermedad,
que puede remitir espontdneamente incluso en ausencia de tratamiento, puede estar
dirigido por la idea de una clona dominante que fluctia segin la presion selectiva de las
mutaciones inherentes y el microambiente asociado. La progresién tumoral puede
ocurrir directamente por una evolucién clonal o por una evolucién divergente desde un
precursor comun celular. La trasformacidn histol6gica a un linfoma de células B agresivo
que ocurre en algunos linfomas foliculares puede ocurrir también a través de estas vias.
El riesgo de trasformacion histolégica en estos tumores se mantienen en un 2-3% al afio
en la era post-rituximab. El prondstico de determinado paciente se puede estimar a
través del Follicular Lymphoma International Pronostic Index ( FLIPI) que incorpora
caracteristicas clinicas con caracteristicas del propio tumor y que ha tenido que ser
modificado tras la introduccion del rituximab ya que los pardmetros pronésticos se han
vistos modificados con la introducciéon del anticuerpo monoclonal.11¢ El andlisis de
factores prondstico moleculares ha dado lugar al estudio de perfiles genémicos que
permiten identificar distintos grupos prondstico en funcién de la expresion de perfiles
genoémicos (m7-FLIPI), que ha demostrado que clasifica a un 25% de pacientes de
elevado riesgo de recaida a 5 afios mientras que el FLIPI convencional clasifica en este
grupo de alto riesgo a un total de 46% de los pacientes.''” Probablemente el factor
prondstico mas importante y que predice mejor la supervivencia a largo plazo tras un
tratamiento de inmunoquimioterapia es la duracién de la primera remisiéon. Un analisis
del National LymphoCare Study demuestra que los pacientes con recaidas en los 2
primeros afios tras el diagndstico presentan una supervivencia global a 5 afios de un
50% comparada con un una supervivencia global a 5 afios del 90% en los pacientes que
no presentaban recaidas en los 2 primeros afios tras el diagnéstico.l’® Un estudio
posterior del Specialized Program of research excelence (SPORE) de la Clinica Mayo de
Iowa demostré que la aparicién de eventos precoces ( antes de los 24 meses) en los
pacientes diagnosticados de linfoma folicular y tratados con inmunoquimioterapia
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conferia mayor riesgo de mortalidad temprana y sin embargo los pacientes con eventos
tardios presentaban un patrén de mortalidad muy similar al de la poblacién general.11?

El primer paso de nuestro trabajo fue el de observar y analizar la base de datos de
pacientes afectos por linfoma de nuestro propio servicio. En ese contexto realizamos un
analisis de la base de datos de Linfomas del servicio de Oncologia Médica del Hospital
Puerta de Hierro Majadahonda, con pacientes reflejo de la practica clinica habitual, y de
esa forma poder evaluar como ha cambiado la evolucién de los linfomas tanto foliculares
como difusos y su patrén de recaidas a lo largo de los afos, tras la introduccién del
rituximab y analizando estos resultados generar nuestras hipotesis de trabajo.

Disponiamos de un registro de casi 630 pacientes diagnosticados de linfoma no
Hodgkin, seleccionamos los pacientes con Linfoma no Hodgkin de estirpe B, de estos
seleccionamos los subtipos histolégicos mas comunes que son el Linfoma Difuso de
célula grande ( 228 linfomas difusos) y el linfoma folicular (156 linfomas foliculares) y
sobre ellos centramos nuestro analisis.

En el caso de los linfomas difuso de célula grande con 228 sujetos analizados
detectamos que la patologia es discretamente mas frecuente en varones que en mujeres
y que la edad media al diagnostico era de 61 afios (similar a la detallada en la literatura),
la presencia de sintomas B esta presente en el 28% de nuestra poblacién y un 57% de
los casos eran estadios precoces ([ y II) frente a un 47% con estadios avanzados ( IIl y
IV). Un 30% de los pacientes diagnosticados de LDCG de nuestra serie presentaron
recaida de la enfermedad en el periodo de tiempo analizado. El registro mas antiguo de
la serie de LDCG consta de 1987, y el Gltimo registro analizado es de Junio del 2014 para
que exista un minimo seguimiento de 2 afios. De los pacientes analizados 126 no
recibieron tratamiento con el anticuerpo (rituximab) y 100 si recibieron combinaciones
de tratamiento que incluia el rituximab, estos pacientes estan tratados con posterioridad
al ano 2002 que es cuando disponemos de la aprobaciéon de rituximab para esta
patologia.

Los beneficios de la adiciéon del anticuerpo a la quimioterapia en los linfomas no
Hodgkin de estirpe B han quedado demostrados en numerosos ensayos clinicos, que no
siempre traducen la practica clinica habitual, los pacientes seleccionados para ensayos
deben cumplir una serie de requisitos (criterios de inclusién y exclusién) que en
ocasiones no representan a la mayoria de los pacientes afectos de linfoma, por lo que
existe un importante sesgo de seleccién a la hora de interpretar los resultados de los
ensayos clinicos, con frecuencia los pacientes son pluripatolégicos, presenta
alteraciones de los parametros bioquimicos y edades muy extremas, grupo no
representado en los ensayos y que constituye un elevado porcentaje de los pacientes de
la practica clinica rutinaria, y es en ellos en los que debemos extrapolar los beneficios de
los mismos.
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La supervivencia libre de progresion de nuestra serie de linfomas difusos de células
grandes se veia incrementada de una forma estadisticamente significativa con la adicién
del rituximab a los tratamientos de quimioterapia ( SLP 6 afios en la rama de Rituximab
versus 2 afios en la rama sin anticuerpo, p= 0,004). La tasa de mortalidad mas elevada de
esta enfermedad ocurre en los dos primeros afios tras el diagnostico. Confirmamos en
nuestra serie que la edad mayor de 60 afios y un PS mayor o igual a 2 confieren peor
pronostico, determindndose estas caracteristicas como factores prondsticos
independientes en los LDCG. Sin embargo no conseguimos demostrar en nuestra
poblacién el factor prondstico independiente que confiere el estadiaje ( p= 0,18) y el IPI
(p= 0,87 bajo vs intermedio, p= 0,72 intermedio vs alto), pudiendo estar diluido este
efecto pronostico por la influencia de los tratamientos recibidos.

La adicion del anticuerpo al tratamiento no solo modifica los datos de SLP sino que
impacta también de forma estadisticamente positiva en la supervivencia global (p=0,03),
objetivandose que a los 5 afios de seguimiento el 60% de los pacientes que han recibido
rituximab estan vivos frente a un 50% de los que no lo han recibido. La introduccién del
anticuerpo ha conseguido disminuir la tasa de recaidas de la enfermedad de un 33% a
un 24%. Por otro lado la tasa de recaidas de la enfermedad en la era post-rituximab ha
variado detectdndose Uinicamente un 8% de recaidas trascurridos los 5 primeros afios.

Estudios recientes han demostrado que los pacientes que se mantienen libres de
recaida de la enfermedad a los 2 afios (SLE24) tiene una supervivencia a largo plazo muy
prolongada. Aunque alcanzar la SLE24 no significa la cura de la enfermedad, solo un 8%
de los pacientes tendran recaidas de la enfermedad si se han mantenido libres de
recaida en los dos primeros afos tras el diagnoéstico ( 24 meses)!10. Se puede afirmar
que los pacientes que alcanzan una SLE24 tienen una curvas de supervivencia
comparables a las de la poblacién general segin sexo y edad. Dado el importante
impacto pronoéstico que tienen la SLE24 se ha intentado incorporar a un nuevo indice
pronostico (IP124) que estima la probabilidad individual de no alcanzar la SLE24 usando
un importante nimero de variables clinicas y reclasificaria con mayor precisiéon el
pronostico de las pacientes que el IPI o el NCCN-IPI, identificando a un porcentaje
significativo de pacientes con enfermedad de alto riesgo ( 1 de cada 5 pacientes tendra
un riesgo superior al 50% de no alcanzar la SLE24).120 Analizando los datos en nuestra
poblacién confirmamos que aquellos pacientes que no presentaban recaidas de la
enfermedad a 12 meses presentaban una Supervivencia global muy prolongada con
independencia de si habian recibido anticuerpo o no , con una diferencia
estadisticamente positiva ( p< 0,001) frente a los que no alcanzaban la SLE12. La mayor
tasa de recaida del linfoma difuso de célula grande ocurren en los dos primeros afos
tras el diagndstico y observamos que si analizamos las tasas de supervivencia estimada
en pacientes que alcanzan SLE12 son un poco inferiores a las tasas de supervivencia de
pacientes que alcanzan la SLE24 y esto es debido a que a lo largo del segundo afio del
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diagnostico todavia se producen muertes en relacién con las recaidas del linfoma por lo
que resulta mas apropiado evaluar la SLE24 como factor prondstico para predecir una
larga supervivencia. Al analizar la SLE24 también evidenciamos diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,001) en supervivencia entre los pacientes que
alcanzan un SLE24 (supervivencia global estimada a 5 afios 80%) y los que no
(supervivencia global estimada a 5 afios 20%) dato que se comprueba también con el
analisis de la recaidas precoces.

Estos resultados tienen implicaciones muy importantes ya que el seguimiento de
pacientes para detectar recaidas mas alla de los 24 meses en el caso de los LDCG tiene
muy poco beneficio y la SLE24 deberia ser considerada un endpoint necesario en los
ensayos clinicos ya que cualquier mejora en la evolucién de los LDCG deberia verse
reflejada en estos primeros 24 meses.

La serie analizada de linfomas foliculares consta de 156 pacientes cuyo primer registro
es de 1980 y el ultimo paciente analizado se diagnostic6 en 2014 para asegurarnos un
minimo de 2 afios de seguimiento como en la serie de linfomas difusos. La edad media
del diagnostico fue de 57 afios, sabiendo que este tipo de linfoma es mas frecuente a
partir de la 52 década de la vida. Solo un 23% de los pacientes presentaban sintomas B
y la gran mayoria ( 76%) tenian buen estado general. El diagnostico de los linfomas
foliculares en estadios avanzados de la enfermedad es muy frecuente dada la evolucion
indolente de este tipo de linfomas y en nuestra serie solo un 25% de los pacientes
tenian estadios precoces ( I y II) frente al 75% de los pacientes que debutaron con
estadios avanzados ( IIl y IV). El 55 % se clasificaron como de bajo riesgo ( FLIPI 0-1), el
40% de riesgo intermedio ( FLIPI 2-3) y tan solo un 5% como alto riesgo ( FLIPI 4-5).

De nuestra serie analizada 108 pacientes no recibieron tratamiento con anticuerpo y 47
pacientes recibieron rituximab como parte de su tratamiento.

La evoluciéon del linfoma folicular se ha visto drasticamente mejorada con la
introduccién del rituximab alcanzandose medianas de supervivencia superiores a 12-15
afios estableciéndose la inmunoquimioterapia como el tratamiento estandar de esta
enfermedad. En el andlisis realizado en nuestra base de datos confirmamos esta
mejoria. La supervivencia libre de progresion se ve aumentada de forma
estadisticamente significativa (p= 0,005) con la adicién del rituximab al tratamiento, con
diferencias muy marcadas en SLP a 5 afios entre los que recibian el anticuerpo y los que
no ( 68% vs 37%). La mediana de supervivencia libre de progresion para los pacientes
que recibian el anticuerpo es de 8 afios frente a 2 afios de los que no reciben el
anticuerpo. La supervivencia global también se ve modificada con la introduccién del
anticuerpo, no conseguimos alcanzar la SG media en nuestra serie tras un seguimiento
de 14 afios en los pacientes que recibieron tratamiento de Quimioinmunoterapia frente
alos que no habian recibido el anticuerpo cuya SG media era de 8 afios. Al analizar los
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factores prondstico clasicos en los linfomas foliculares solo conseguimos una
significacidn estadistica en la edad, el resto de factores como el PS, estadio y FLIPI no
alcanzaron la significacion pudiendo estar influenciado de nuevo por el efecto del
tratamiento. La adicion del rituximab si consigue aumentar la supervivencia de forma
estadisticamente significativa ( p< 0,01).

El patrén de recaidas también se ve modificado en este subtipo histologico con la
introduccién del tratamiento, y aunque las recaidas son claramente inferiores (29%
recaidas en pacientes con inmunoterapia frente a un 58% en los que no la reciben, p<
0,01), son mas frecuentes en los primeros afios tras el diagndstico. A pesar de las
mejorias en la eficacia del tratamiento detectamos en nuestra serie una tasa de recaidas
tardia ( > 5 afios) de un 28% en pacientes tratados con la inmunoterapia.

Los linfomas foliculares son enfermedades de muy larga evolucién pero los factores
prondsticos del linfoma folicular se calculan generalmente al diagndstico y no se vuelven
a evaluar a lo largo del curso de la enfermedad. Con los nuevos datos de los estudios
referenciados previamente parece razonable analizar la SLP24 como factor pronéstico
también en el subgrupo de linfomas foliculares. Analizando nuestra serie detectamos
que existe un mayor porcentaje de pacientes que alcanza la SLP 12 al recibir el
tratamiento de inmunoterapia 87% versus 80% de los que no lo reciben aunque esta
diferencia no es estadisticamente significativa (p=0,3), sin embargo si existe diferencia
estadisticamente significativa al analizar la SLP24 entre los pacientes que reciben y no
reciben el anticuerpo ( 83% versus 62%, p=0,012). Tanto analizando la SLP12 como la
SLP24 existen diferencias estadisticamente significativas, alcanzando mejores
supervivencias los pacientes que alcanzan tanto la SLP12 como la SLP24 con
independencia del tratamiento recibido, por lo que puede considerarse la SLP12 y SLP24
factor prondstico independiente. Como se detalla en la literatura los pacientes con
supervivencia libre de progresion a 24 meses presentan curvas de supervivencia
similares a la poblaciéon general segin sexo y edad, ya que la mortalidad por linfoma
todavia se encuentra incrementada en los pacientes que recaen entre los 12 y 24 meses.

Un 20% de los linfomas de foliculares recaen en los 2 primeros afios y este porcentaje
es bastante consistente a los largo de los estudios!?1.122, por otra parte el 90% de las
recaidas de los linfomas difusos de célula grande ocurren en los 2 primeros afos. Ya
hemos analizado que las recaidas que ocurren en estos 2 primeros afios de pacientes
tratados con inmunoquimioterapia y con independencia del tratamiento de
quimioterapia recibido, confieren peor prondstico tanto en linfomas foliculares como en
linfomas difusos de célula grande. Las recaidas precoces identifican a un subgrupo de
poblacién con peor evolucién clinica y deberia tenerse en cuenta para la estratificacion
del riesgo posterior del paciente y planificar de esta forma cual es la terapia de rescate
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mas adecuada en el momento de la recaida, parece razonable pensar que los
tratamientos mas intensivos deberian reservarse para pacientes con peor prondstico y
recaida en los primeros 24 meses(por ejemplo el autotrasplante o alotrasplante de
médula dsea) y sin embargo las recaidas tardias podrian tratarse con nuevos esquemas
de quimioterapia.

Las recaidas tardias (> 5 afios) son muy infrecuentes en los LDCG y el prondstico de la
enfermedad no parece verse alterado cunado las recaidas son mas alla de los 24 meses
por lo que el seguimiento de esta enfermedad para descartar recaidas deberia centrarse
en los dos primeros afios tras el diagndstico.

Los LDCG y los linfomas foliculares son 2 entidades distintas, pero aun asi, los linfomas
difusos de célula grande y determinados pacientes con linfoma folicular reciben
tratamientos muy similares basados en quimioterapia y rituximab. Los linfomas
foliculares grado 1 o 2 suelen tener un curso muy indolente, mientras que los pacientes
de grado 3 puede presentar un curso mucho mas agresivo. La tasa de trasformacion de
un linfoma folicular a un linfoma agresivo puede ocurrir a lo largo del curso de la
enfermedad con una tasa anual aproximada de un 2%. Hemos demostrado previamente
que la adicién del rituximab produce mejoras en supervivencia libre de progresion,
supervivencia global y disminucién en la tasa de recaidas en ambas entidades
histolégicas. Realizamos una comparativa entre ellos para determinar si la proporcién
de mejora es similar entre los linfomas difusos de célula grande y los linfomas
foliculares. Los linfomas foliculares tienen tanto mayor supervivencia libre de
progresién como mayor supervivencia global que los linfomas difusos de célula grande
pero no se detectan diferencias estadisticamente significativas entre ellos en el
subgrupo de pacientes tratados con rituximab, ni en supervivencia libre de progresion (
p= 0,12, Figura 9), ni en supervivencia global (p= 0,07, Figura 10). La tasa de recaidas de
la enfermedad disminuye con la adicién del anticuerpo siendo esta disminucién muy
evidente en el subgrupo de linfomas foliculares ( de un 58% sin anticuerpo a un 29%
cuando se utiliza la combinacién) y con estos tratamientos ambos subtipos de linfomas
presentan tasas de recaidas muy parecidas ( 25-30%).

A pesar de las mejorias en el conocimiento de los mecanismos oncogénicos en los
linfomas no Hodgkin, existe una verdadera necesidad de herramientas reales validadas
que sean capaces de realizar un mejor prondstico y guiar las decisiones terapéuticas en
el momento del diagnéstico y debemos introducir los datos de la biologia molecular de
estos tumores para guiar nuestras decisiones.

La evolucion de los linfomas no Hodgkin parece mas dependiente de las caracteristicas
histopatoldgicas de la enfermedad y de los factores prondsticos que del propio estadio
de la enfermedad. Nuestras mejoras deben ir encaminadas a una correcta clasificacion
pronostica de la enfermedad. En los ultimos afios los estudios de los perfiles de
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expresion génica y otros mecanismos moleculares se han utilizado para identificar un
subgrupo de pacientes con peor pronostico clinico, como en el caso de los LDCG cuando
los clasificamos en el subgrupo de centro germinal o en el subgrupo de célula B activada
y en el caso de los linfomas foliculares con el desarrollo de m7-FLIPI que incorpora el
estudio del estado mutacional de 7 genes como factor pronéstico. En ocasiones se han
intentado realizar estudios a través de determinaciones inmunohistoquimicas pero la
reproducibilidad de estas técnicas las hace poco fiables prefiriéndose el estudio de
perfiles génicos que es mas reproducible en la practica clinica. El estudio de los distintos
perfiles de expresion génica de los linfomas a través de microarrays es muy tentador
pero poco factible en la practica clinica diaria dado el elevado coste de las técnicas.

Resulta evidente la necesidad de buscar nuevos marcadores moleculares tanto en
linfomas foliculares como en linfomas difusos (que hayan recibido tratamiento de
quimioterapia e inmunoterapia) que nos clasifiquen a los pacientes en poblaciones de
elevado riesgo de recaida o identificar marcadores de resistencia a los tratamientos
actuales. La mejora en las técnicas de clasificaciéon pronoéstica es el paradigma para
poder clasificar estos pacientes desde el diagndstico y de esa forma clasificar a las
poblaciones de pacientes de peor prondstico subsidiarios de nuevas investigaciones o
tratamientos mas intensivos.

El actual gold estandar para el diagnostico del cancer es el examen histoldgico del tejido
afecto, que en el caso de los linfomas es el estudio histolégico de los ganglios afectados,
que generalmente lo obtenemos a través de una biopsia guiada por rayos o a través de
incisiones quirdrgicas. Estos procedimientos son invasivos , caros y no exentos de
riesgos para los pacientes. El andlisis histolégico de las muestras en ocasiones agota el
material tumoral existente y no es posible realizar las técnicas de secuenciacion
gendmica cada vez mas necesarias para la correcta caracterizacion de los tumores. Por
otra parte requieren tiempo y necesitan ser evaluados por expertos patélogos y es en
este Ambito en el que surge la necesidad de explorar técnicas diagndsticas alternativas.
El uso de los fluidos biolégicos como la sangre, como una fuente no invasiva de
biomarcadores de cancer ha cobrado un gran interés en los ultimos afios. Asi que la
“biopsia liquida”, que no es otra cosa que la obtencién de material tumoral a través de
otros fluidos biolégicos ha generado unas importantes expectativas en la era actual,
como método no invasivo que permite acceder a material tumoral de una forma rapida,
econdmica y accesible. Esta técnica permite la toma de multiples muestras a lo largo de
las distintas etapas o evolucion de la enfermedad con lo que conseguimos una
monitorizacion estrecha de la respuesta o de la progresiéon tumoral permitiendo un
manejo terapéutico dinamico. No es posible a fecha de hoy el reemplazo de la biopsia del
tumor de origen por la biopsia liquida por la sensibilidad sub6ptima de esta técnica y
porque es necesario conocer la biologia molecular del tumor inicial para asegurar que la
biopsia liquida reproduce el tumor de origen, pero si nos permite realizar una
monitorizacion de la evolucién tumoral.
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El andlisis de la biopsia liquida permite realizar una fotografia en tiempo real de la
naturaleza molecular del tumor y es conocido que el estudio de las muestras de sangre
nos proporciona un perfil tumoral mas completo que el andlisis del tejido tumoral
debido a la heterogeneidad tumoral. Las muestras suelen tomarse de una determinada
zona tumoral y esto pone mucho limites al conocimiento real del genoma tumoral
debido a la heterogeneidad intratumoral e intermetastasica y nos puede estar haciendo
perder mucha informacidn, informacién crucial para la planificacién de un tratamiento
dirigido. Las biopsias tumorales no siempre representan las alteraciones moleculares
que encontramos en las metdastasis ( el DNA libre circulante contienen todas o la
mayoria de las alteraciones del DNA presentes en el tejido inicial mas mutaciones
adicionales).

Aunque la mayoria de las investigaciones en biopsia liquida hasta la fecha se han
centrado en la deteccion de célula tumoral circulante (CTC) , el andlisis de acidos
nucleicos circulantes (cf DNA/RNA) ha cobrado gran interés en los tltimos afos, ya que
es mas sencillo de aislar y analizar. La deteccién y aislamiento de CTC es muy compleja
y costosa por lo que su utilidad clinica es muy limitada y ha ido evolucionando hacia la
determinacion de DNA tumoral circulante cuyo aislamiento es mas sencillo y se
encuentra en nimero mucho mayor en la circulaciéon sanguinea. Hemos hablado de las
ventajas de la biopsia liquida sobre la biopsia del tumor primario, y en concreto del
estudio del DNA tumoral en sangre, también es una técnica mucho mas sensible que la
determinacion de los antigenos tumorales ( biomarcadores proteicos). Segin el National
Cancer Institute un biomarcador se define como una molécula biolégica que puede
encontrarse en sangre o en otros fluidos corporales o tejidos que son signo de un
proceso normal o patolégico o son condicién de una enfermedad. Podemos distinguirlos
en diagndsticos, cuando son usados para un diagnoéstico diferencial, pronésticos, cuando
son capaces de discernir entre una buena o mala evoluciéon y predictivos cuando son
capaces de evaluar la posibilidad de respuesta a un determinado agente en un paciente
concreto.123

Estudios recientes estan evaluando el uso del RNA circulante, como mejora potencial en
el estudio del perfil gend6mico tumorall?4. Y se estan describiendo nuevas aplicaciones de
la biopsia liquida como son la deteccién de vesiculas circulantes extracelulares o
exosomas secretadas por las células tumorales125,

A pesar de tratarse de una enfermedad con una incidencia elevada, su gran
heterogeneidad hace complicado el poder obtener grupos homogéneos para su estudio,
y es de esta necesidad de donde surge la idea de formar grupos cooperativos formados
por distintos hospitales y distintos profesionales de la salud , todos movidos por el bien
comun de mejorar la atencién oncolégica de nuestros pacientes y de esa forma obtener
grupos homogéneos de pacientes para la investigacion.
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La investigacion basica genera una importante cantidad de publicaciones que pueden
contarse por miles en el transcurso de un afio, pero la investigaciéon basica que podamos
trasladar a la clinica es mucho menor y que de esta obtengamos un beneficio real para el
paciente es ain mas reducida dando lugar a un escaso nimero de publicaciones con
aplicacion clinica pero con un alto indice de impacto. El esfuerzo de las unidades de
investigacion debe ir encaminado a aplicar los conocimientos basicos a la practica clinica
diaria y en ese sentido es imprescindible que los grupos de investigacion estén formados
por personal de laboratorio (bidlogos, investigadores bdsicos, técnicos) y clinicos
movidos por el interés comun de la investigaciéon .

Es en este marco es en el que surge la idea de trasladar los hallazgos detectados en
estudios previos de nuestro grupo, aislando exosomas en plasma de pacientes afectos de
linfomas y correlacionarlos con la evolucién clinica en un grupo de pacientes
homogéneos ( tratados con quimioterapia y rituximab) e intentar identificar marcadores
pronosticos y porque no, predictivos de respuesta a los tratamientos.

En nuestro estudio conseguimos reclutar 100 pacientes en distintas unidades de
Oncologia médica de diversos hospitales espafioles afectos de linfoma CD 20 positivo
que iban a recibir tratamiento de quimioterapia y rituximab.

Si analizamos la poblacidén del estudio, de los 99 pacientes evaluables el 63% eran
linfomas difusos y el 37% eran linfomas foliculares. La incidencia era discretamente
mayor en varones (53%) (Tabla 14).

En la literatura se describe que los linfomas foliculares suponen el 25% de los
linfomas, si tenemos en cuenta que en nuestra serie se han descartado los linfomas no
CD 20 positivo y todos aquellos que tienen un tratamiento especial, la proporciéon de
linfomas foliculares puede representar una distribucién de porcentaje similar a la de la
poblacion general. La edad media de presentacion de los linfomas foliculares en nuestra
serie es de 54 afios con una rango de 26 a 85 afios, 1/3 de pacientes diagnosticados de
linfomas foliculares tenia menos de 50 anos, lo que supone una edad mas joven que la
media del diagnostico que suele estar en torno a los 60 afios, dato que se explica porque
en el estudio solo se han seleccionado aquellos casos que van a ser tratados con
quimioterapia y anticuerpo lo que puede producir un sesgo de seleccién para pacientes
con peor prondstico o de mas alto riesgo, por ejemplo pacientes mas jovenes . Los
estadios precoces son poco frecuentes en el diagnostico de linfomas foliculares no
suponiendo mas del 20% de los casos como en nuestra serie siendo mas frecuente el
diagnostico en estadio avanzados de la enfermedad ( 111 o IV).

La edad media del diagndstico en los linfomas difusos fue de 62 afios, similar a la edad
media del diagnostico de esta enfermedad que esta en torno a los 60 afios.
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Los sintomas B, que aunque estan presentes hasta en un 30% de la poblacion global, al
analizar los distintos tipos de linfomas detectamos que a pesar de ser un poblacion
seleccionada de peor pronéstico en el caso de los linfomas foliculares (todos seran
tratados con quimioterapia y anticuerpos) la presencia de sintomas B es menos
frecuente que en los linfomas difusos, como cabe de esperar, siendo de alrededor de un
20% en linfomas foliculares y de mas de un 35% en los linfomas difusos.

En nuestra serie todos los pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia y
rituximab y se alcanzan tasas de supervivencia muy elevadas con pocas recaidas en el
periodo de tiempo analizado, seguimiento medio de 3 afios. Las recaidas en este periodo
son las que confieren peor prondstico.

El término linfoma no Hodgkin engloba un grupo de enfermedades que derivan de los
progenitores de las células B, células T, células B maduras o células T maduras y puede
llegar a ser muy heterogéneo, tanto en su presentacion clinica como en su evolucién y
prondstico. Normalmente se requiere una biopsia de tejido para el diagnéstico y en el
caso de sospecha de linfoma agresivo se debe obtener de forma urgente, ya que es
prioritario la aplicacién de un tratamiento que en ocasiones puede salvar la vida del
enfermo. El diagndstico de linfoma requiere un analisis histologico , inmunofenotipico y
genético, ademas de una evaluacion de la situacién clinica. En el caso de las recaidas
tumorales en ocasiones se hace necesaria la re-biopsia para determinar si un
determinado subtipo de linfoma ha podido variar a un comportamiento mas agresivo o
han cambiado sus caracteristicas moleculares.

Con la tasa de recaidas que presentan estos pacientes ( en torno a un 30%) es evidente
la necesidad de encontrar nuevos marcadores tumorales que nos apoyen al diagnéstico
de linfoma, incluso que se pudieran detectar recaidas tempranas de una forma
minimamente invasiva. Y es de esta necesidad de donde surge la idea de estudiar los
exosomas, que son fragmentos de mRNA del tumor en el plasma de los pacientes,
obtenidos desde una muestra de sangre periférica, que actualmente englobariamos
dentro del término “ biopsia liquida”.

Los exosomas son unas estructuras microvesiculares de un tamano de entre 50-100
nm, segregadas por exocitosis tras un ensamblaje intracelular de cuerpos
multivesiculares.

Es conocido que en el plasma de pacientes con cancer se puede detectar acidos
nucleicos circulantes. El uso de este tipo de marcadores en plasma como fuente de
informacién tumoral , puede ser muy importante, ya que se obtiene de una forma
sencilla y facilmente accesible por lo que permite tomar muestras en distintos
momentos de la evoluciéon tumoral y nos permitiria poder tomar muestras frecuentes en
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los tres primeros afios tras el diagnodstico para detectar posibles recaidas de la
enfermedad. Sabemos que los factores clinicos pronésticos son muy limitados en su
capacidad de identificar pacientes con peor supervivencia. Actualmente no existen
marcadores biolégicos validados que se puedan usar para identificar cual es la terapia
inicial mas adecuada.

Con nuestro estudio hemos intentado identificar exosomas en el plasma de pacientes,
de una forma prospectiva, en un estudio multicéntrico (hemos contado con Ia
colaboracion de varios centros espafoles), enfocado a pacientes con linfoma de estirpe
B. Nuestro objetivo era identificar posibles poblaciones de riesgo a través de una fuente
de material genético tumoral faicilmente accesible , como es la sangre, lo que nos permite
tener distintas muestras en momentos distintos de la evolucién de la enfermedad de una
forma mas sencilla que si fuese necesario tomar biopsias del tumor.

Nos basamos en una publicaciéon previa de nuestro grupo en el que a través de un
método minimamente invasivo se consigue aislar mRNA en plasma de pacientes con
linfoma, este método permite tomar multiples muestras al diagnostico , tras el
tratamiento de quimioterapia y en la recaida. El estudio del mRNA permite analizar la
expresion de diversos genes los cuales pueden tener un implicacién prondstica ya sea
favorable o desfavorable. Observamos que era factible el aislamiento de este material
genético en los linfomas y que la presencia de MYC en este mRNA en el plasma se
asociaba con peor pronéstico en los enfermos afectos de linfoma. Los datos han sido
ratificados posteriormente en otras series , 2 estudios confirman 126,127 que el
reordenamiento de c-MYC es un factor prondstico negativo en los pacientes con linfomas
difusos de célula grande tratado con el tratamiento estandar, R-CHOP. Estos andlisis
previos nos dieron la justificaciéon suficiente para plantear la posibilidad de aislar mRNA
de la sangre de nuestros pacientes e intentar buscar factores pronoésticos de repuesta a
los tratamientos en una serie mas amplia, mas homogénea, con mas seguimiento, de
forma prospectiva y multicéntrica, siendo la nuestra, la serie mas amplia estudiada en
pacientes afectos de linfoma.

El RNA circulante se encuentra dentro de lipidos o complejos lipoproteicos, cuerpos
apoptoticos, microvesiculas o nanovesiculas como los exosomas, los cuales los protegen
de la degradacion por ribonucleasas séricas'?8. En nuestro estudio previo aisldbamos el
RNA independientemente de cual fuera su biogénesis. Estudios recientes han
encontrado que el RNA aislado en exosomas se encuentra involucrado en la
comunicacion intercelular, facilitando el crecimiento tumoral, las metastasis , el
desarrollo de la resistencia a los tratamientos y la inmunosupresién2®, Esta es la razon
por la que en nuestro estudio actual utilizamos los exosomas como fuente de mRNA.
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Los exosomas se han detectado en el supernadante de varias lineas celulares, incluidas
lineas celulares de pacientes con linfomas!39. La produccién de exosomas por las
células tumorales puede afectar su capacidad citotéxica mediada por NKy células T y de
esa forma contribuir con el cancer en su evasiéon inmune. Los exosomas derivados de
células tumorales pueden ser vehiculos para la inmunosupresién con un impacto
negativo en el sistema inmune de pacientes con cancer .

Tras una exhaustiva revision bibliografica, existen pocas publicaciones en las que se
hayan aislado exosomas de pacientes con linfoma. El grupo de la Universidad George-
August de Alemania y el Instituto Oncolégico Dana Farber de Boston realizaron un
estudio para analizar la secrecion de exosomas en linfomas de células B 131,
Consiguieron demostrar la secrecién tanto in vitro como in vivo de exosomas por
células de linfoma de estirpe B, demostraron que en la membrana del exosoma se
expresa CD20, que esto produce un efecto protector sobre las células B del linfoma,
evitando la citotoxidad producida por el rituximab y el papel regulatorio del ATP
binding casssette trasportador A3 (ABCA3) para la secreciéon de los exosomas
Demostraron que el nivel de exosomas liberados era incluso superior a los segregados
por las lineas celulares de Jurkat (lineas celulares de leucemia/linfoma). En este estudio
la expresion de CD20 en los exosomas refleja la expresion de esta proteina en las células
parentales. Los exosomas derivados de las células de linfoma con CD 20 se unen al anti-
CD20 (rituximab) tanto in vitro como in vivo y esto produce una disminucién de la
cantidad de anticuerpo soluble disponible. Aproximadamente la mitad de todo el
rituximab plasmatico se encuentra unido a los exosomas 3 horas después de finalizar la
infusién del farmaco. El rituximab unido a los exosomas fija el complemento in vitro e in
vivo, este consumo de complemento impide al rituximab iniciar la citotoxicidad celular.
Ellos postulan que el aumento en el nimero de exosomas con CD20 ocasionaria un
mayor atrape del anticuerpo de forma periférica y menor eficacia a nivel tumoral. La
mayor presencia de exosomas determinaria un mecanismo de resistencia al tratamiento
con anticuerpos. En nuestra serie no pudimos corroborar este dato, ya que los niveles de
exosomas no se asociaron ni con la evolucion de los enfermos ni con las respuestas a los
tratamientos, aunque si tenemos en cuenta que sélo un 18% de los pacientes sufrieron
una recaida , probablemente sea un nimero escaso de casos para poder obtener
conclusiones. Parece interesante mantener esta linea de investigacién en pacientes
refractarios a rituximab o con recaidas tempranas y comprobar si el aumento en los
niveles de exosomas se correlacionan con la resistencia al fArmaco o con recaidas
precoces.

Como podemos comprobar en el grupo de individuos sanos que se toma como control,
también se extrajeron exosomas y consiguieron aislarse los mismos mRNA estudiados
en los pacientes con linfomas, el tinico resultado estadisticamente significativo en cuanto
a una mayor proporciéon de casos positivos en pacientes afectos por linfoma frente a
individuos sanos fue la mayor expresién de bcl-6 y la pérdida de expresion de pTEN. De
esta forma concluimos que no hemos encontrado en los mRNA estudiados ningin
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marcador molecular que pueda ser patognomdnico de afectaciéon por linfoma ya que
estos mismos marcadores se encuentran presentes en sujetos no afectos por la
enfermedad y nos centraremos en su posible interés como factores prondstico o de
respuesta a los tratamientos.

Lo que si hemos podido detectar es que la expresiéon de bcl-6 es claramente mas
elevada en los pacientes afectos de linfoma y sin embargo la expresion de PTEN esta
presente de forma estadisticamente positiva mas en sujetos sanos, lo que supone que
los pacientes afectos por linfoma han perdido la expresion de este gen supresor (Tabla
16 y Grdfico 4). Esta expresion aumentada de bcl-6 y pérdida de pTEN se mantiene de
forma estadisticamente significativa al analizar la subpoblacién de pacientes con
linfoma B difuso de célula grande y no asi al analizar los linfomas foliculares, que podria
estar justificado por el menor numero de pacientes con linfoma folicular analizados o
simplemente porque la variante folicular presenta menos cambios genéticos que la
poblacion afecta de Linfoma Difuso de célula grande.

Nuestro estudio clinico analiza dos tipos de poblaciones, por un lado pacientes con
linfoma difuso y por otro pacientes con linfoma folicular. Si analizamos conjuntamente
los dos grupos detectamos que ambos tiene tratamientos superponibles, por lo menos
en primera linea, que es la poblacién a estudio determinada en esta muestra. Revisando
los resultados de supervivencia evidenciamos que tanto la supervivencia global como la
SLP en el periodo de observacion del estudio son muy similares para ambos grupos
(Tabla 15). Estos datos son superponibles a los encontrados en el momento del analisis
de la base de datos del servicio confirmando que no existen diferencias significativas ni
en SLP ni en SG entre los pacientes con linfoma folicular y linfoma difuso de célula
grande tratados con quimioterapia y rituximab. Son estos datos de equivalencia los que
nos han motivado a analizar los resultados de supervivencia en conjunto (linfomas
foliculares y difusos) , intentando encontrar rasgos comunes que puedan estar asociados
al efecto del tratamiento.

Los biomarcadores son sustancias que indican la presencia de la enfermedad y/o su
estadio. El biomarcador fenotipico nos indica un cambio en el estado o en la expresion
de una proteina que se correlaciona con el riesgo o con la progresion de la enfermedad
(biomarcador prondstico), con la susceptibilidad de la enfermedad a un determinado
tratamiento (biomarcador predictivo) o con la supervivencia tras un tratamiento
(biomarcador de monitorizacién).

Los biomarcadores prondsticos pueden ser de utilidad para predecir el curso clinico de
la enfermedad y su evolucién tras los tratamientos y orientar en la selecciéon del
esquema de tratamiento mas adecuado asi como para analizar y comparar los resultados
de los distintos tratamientos.
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Existen numerosos estudios que intentan demostrar la existencia de factores
pronosticos moleculares, como la expresion de determinadas proteinas (bcl-2, bcl-
6, CD10, MUM1...), y su relacién con la evoluciéon tumoral. El problema con este tipo de
estudios es que los resultados son muy controvertidos ya que existe una gran diversidad
en los datos aportados lo que hace imposible extraer conclusiones. Las diferencias en
los tejidos estudiados, el pobre disefio de los estudios, la ausencia de ensayos
prospectivos, y la ausencia de técnicas de evaluacion estandarizadas, sobre todo en la
definicion de los puntos de corte de los valores hacen imposible la aplicacién clinica de
los resultados obtenidos!32. La determinacion de alteraciones a nivel de mRNA es mas
reproducible que las determinaciones por inmunohistoquimica por lo que es el método
de elecciéon para la determinacién de marcadores pronéstico moleculares.

Los linfomas tanto foliculares como difusos presentan un amplio rango de
presentaciones clinicas, caracteristicas inmunolégicas, rasgos genéticos , incluso muy
distintas evoluciones clinicas por lo que seria de gran interés disponer de herramientas
que pudieran unificar criterios de andlisis y monitorizaciones de respuesta, sobre todo
teniendo en cuenta que el tratamiento de ambas entidades , sustancialmente es muy
similar. El Rituximab ha supuesto el avance mas importante en el tratamiento de los
linfomas B en los ultimos 30 afios y como hemos podido observar en nuestro analisis de
ambas poblaciones la magnitud del beneficio parece muy similar en los distintos
subtipos de linfoma analizados, con curvas de supervivencias paralelas tanto en los
pacientes que no han recibido rituximab como aquellos en los que se ha afiadido el
anticuerpo al tratamiento. Observamos en nuestro analisis que el patrén de recaida de
la enfermedad se modifica tras la adicion del rituximab observandose la mayoria de las
recaidas (mas del 80%) en los tres primeros afios de evolucion de la enfermedad tanto
en los linfomas difusos como en los linfomas foliculares, en estos ultimos el patrén de
recaidas en la era pre-rituximab solia ser mas tardio. Este dato podria generar la
hipétesis de que el tratamiento con rituximab modifica la evolucién natural de la
enfermedad ocasionando una seleccion de pacientes que a la recaida tendran un
comportamiento mas agresivo. Este dato también viene apoyado por el hecho de que las
recaidas tempranas, entendidas como aquellas que ocurren en los primeros 24 meses de
finalizar el tratamiento con quimio-inmunoterapia, tiene peor supervivencia, como
hemos podido comprobar en el andlisis de nuestra poblacion.

En nuestro estudio hemos determinado la expresién de diversos mRNA que en la
literatura han sido reconocidos como factores prondstico en los linfomas.

El gen BCL6 codifica un represor transcripcional que se expresa en las células B y

linfocitos T CD4+ dentro del centro germinal y controla la formacién del centro germinal
y la respuesta inmune dependiente de las células T.
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Se ha estudiado la presencia de expresion de la proteina bcl-6 en pacientes con LDCG,
esta expresion varia segin los estudios analizados entre un 55-75% de los LDCG son bcl-
6*. En los estudios previos a la aparicion del rituximab se consideraba un potente factor
de buen pronéstico, la expresion de bcl-6 se relacionaba con una supervivencia
prolongada®33. Sin embargo, estudios posteriores!34 en pacientes tratados con R-CHOP,
no demuestran el valor pronéstico de bcl-6. Se sugiere que dado que la adiciéon de
rituximab supone una mejoria en el pronoéstico de los pacientes con LDCG, esta mejora
debe ser fundamentalmente debido al beneficio que aporta el rituximab afiadido a la
quimioterapia en pacientes bcl-6 negativos. En el momento actual los pacientes con
LDCG bcl-6* o bcl-6- tienen similar prondstico cuando se afiade rituximab al tratamiento
de quimioterapia.

Hemos podido comprobar a través del andlisis de sangre periférica que la expresion de
bcl-6 esta aumentada en los linfomas difuso de célula grande frente a la poblacién sana
de forma estadisticamente significativa.

En nuestro estudio todos los pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia y
rituximab y hay una tendencia a demostrar una diferencia significativa entre la
expresion de bcl-6 en los exosomas y una peor supervivencia (Figura 13) lo que podria
apoyar la teoria de que los linfomas bcl-6+ se benefician menos del tratamiento con
rituximab.

Las translocaciones cromosémicas mas frecuentes en el LDCG afectan a bcl-6 y ocurren
en un 30-35% de los casos. Varios estudios han demostrado que no existe correlacién
entre la expresion de la proteina bcl6 y la translocaciones a nivel de bcl6. La
reestructuracion del gen bcl6 no siempre se traduce en la expresion de la proteina bcl6.
Los resultados de los estudios que analizan la reestructuraciéon de bcl6 son
contradictorios, en ocasiones se asocia a buen prondstico y en otras no en la era pre-
rituximab. En los estudios en la era post rituximab la alteracién de bcl6 se asocia con mal
pronostico, pero en los andlisis multivariantes no se identifica como factor pronoéstico
independiente 13>, Los estudios posteriores a la introduccién del rituximab han
confirmado que como factor prondstico independiente no tiene valor136. Estas
alteraciones cromosdémicas también se han evidenciado en los linfomas foliculares pero
en menor porcentaje, aparecen en un 15% de los casos.

En nuestra serie también hemos comprobado que la expresién de bcl-6 es menor en los
pacientes con linfoma folicular frente a la expresién en pacientes con linfoma difuso.

Cuando los linfomas expresan la alteracion bcl-6 pero no bcl-2 se detectan impactos en
el fenotipo, generalmente son tumores de alto grado y suelen tener un elevado indice de
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proliferaciéon37.138, No se han encontrado diferencias significativas en supervivencia
para pacientes bcl6* o bcl6-.

Resultados muy interesantes son los obtenidos en los analisis de exosomas realizados
tras el tratamiento con quimioterapia y rituximab en nuestra serie. En este grupo de
pacientes analizados lo que hemos podido comprobar es que pacientes en los que se
detectaba la presencia de bcl-6 tras el tratamiento y que no lo expresaban en el
momento del diagndstico no respondian a los tratamientos posteriores. Esto lanza la
hipétesis de que la aparicion de bcl-6 tras el tratamiento podria ser un reflejo de
resistencia a tratamientos posteriores.

C-MYC es un gen multifuncional envuelto en procesos celulares importantes, tales
como la proliferacion celular, la diferenciacién y la apoptosis. La translocacién de MYC
es distintiva del Linfoma de Burkitt y ocurre hasta en el 5-10% de los casos de LDCG. La
determinacion de c-myc se puede realizar con diversas técnicas como Northern blot,
inmunohistoquimica e hibridacién in situ. La inmunohistoquimica para demostrar la
expresion de c-myc puede presentar una gran variabilidad seguin se elija determinado
tipo de anticuerpo y por otros factores desconocidos. La determinacién de la expresion
de mRNA de c-myc por PCR ha demostrado que es clinica y bioldgicamente relevante y
que es una técnica altamente reproducible?3°,

Varios estudios muestran que en LDCG la presencia de alteraciones en c-myc se asocia
con peor supervivencia en los pacientes tratados con CHOP y con R-CHOP. En el estudio
de Savage se confirmaba c-myc como factor de mal prondstico independiente tanto en
supervivencia global como libre de enfermedad y lo relacionaban con un aumento de
riesgo de recaidas en sistema nervioso centrall40,

Estudios recientes sugieren que su significado clinico puede estar fuertemente influido
por BCL2. Hasta un 5% de los LDCG puede tener alteraciones de mycy de bcl2 o bcl6 de
forma concurrente, es lo que conocemos como linfomas “double-hit” o “triple-hit”. La
combinaciéon myc/bcl2 suponen el 62% de los casos , bcl6/myc es el 8% y
bcl6/bcl2/myc son el 16%. Se caracterizan por un comportamiento clinico agresivo.
Suelen debutar con parametros de mal prondstico, incluyendo estadio avanzado,
sintomas B; LDH elevada, mal PS, afectacién de MO o SNC e IPI elevado. Presentan mal
pronostico y resistencia a los tratamientos habituales tales como R-CHOP vy
quimioterapia a altas dosis. La supervivencia media de estos enfermos se cifra en 8
meses!41.142, Esta mala evolucion debe ser por una accion sinérgica de la promocion del
crecimiento por MYC y del efecto antiapoptdtico de BCL2. En este subgrupo de pacientes
se deben explorar nuevas alternativas de tratamiento ya que los tratamientos actuales
no aportan beneficio suficiente. No existen series amplias con estudio de la alteracién de
c-myc en linfomas foliculares. Los datos proviene la gran mayoria de casos aislados o
series muy reducidas. En revisiones retrospectivas de casos de linfomas se estima que la
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incidencia de las alteraciones en c-myc puede ser de un 3%. El significado prondstico de
la translocacion c-myc en linfomas foliculares todavia esta por determinar.

En nuestra serie la deteccién de c-myc no es muy frecuente, esta presente en un 5% de
los linfomas foliculares y en un 11% de los linfomas difusos. La presencia de c-myc antes
del tratamiento se asocia con peor supervivencia en la serie de pacientes analizados con
una tendencia a la significacién estadistica ( p= 0,07, Figura 14). En el andlisis
multivariante de Cox si aparece c-myc como factor prondstico independiente en nuestro
estudio. Las graficas de Kaplan-Meier correlacionan su presencia con una peor
supervivencia en aquellos pacientes que han respondido al tratamiento (p=0,011, Figura
15).

No se han detectado casos con doble expresiéon c-myc/bcl-2 en nuestro estudio ya que
no se ha analizado BCL2 ( sélo la subunidad BCL-XL), aunque si encontramos 3 pacientes
que presentaban una doble expresién c-myc/bcl-6 ( también descritas como factor de
mal prondstico). Estos 3 pacientes estan diagnosticados de linfoma B difuso de célula
grande, dos de ellos obtuvieron respuesta completa tras el tratamiento y el tercero de
ellos respuesta parcial , ninguno habia recaido en el tiempo de seguimiento del estudio
por lo que no podemos relacionar esta doble expresion con un factor de mal prondstico.

El tercero de los genes estudiados en nuestro estudio es BCL-X(1), forma parte de la
familia bcl-2. La apoptosis es uno de los mecanismos principales de la muerte celular
como respuesta a los tratamientos oncolégicos. Las alteraciones en la susceptibilidad a
la apoptosis no sélo contribuye al desarrollo tumoral sino que también puede intervenir
en los mecanismos de resistencia a los tratamientos habituales, tales como la
radioterapia y los citotoxicos. Uno de los mecanismos que se postulan como
responsables de la resistencia a farmacos antineoplasicos es la alteracién en la expresion
de los miembros de la familia de bcl-2. La familia de proteinas codificadas por bcl-2 esta
formada por 25 miembros pro y anti-apoptéticos que interaccionan para mantener un
equilibrio entre las nuevas células y las células que mueren. Cuando los miembros
antiapoptoticos de la familia bcl-2 estan sobre-expresados, el ratio pro-anti- apoptético
estd alterado y podria prevenirse la muerte celular por apoptosisi43. Niveles elevados de
bcl-x(1) se han asociado con fenotipos mas agresivos y resistencias farmacoldgicas a
diversos grupos de quimioterdpicos en tumores hematoldgicos y tumores soélidos. La
expresion de bcl-xl en lineas celulares se correlaciona fuertemente con resistencia a la
mayoria de las quimioterapias. En un estudio realizado en 60 lineas celulares del
National Cancer Institute, se correlacionaron la expresiéon de 10 genes con la respuesta
a 122 agentes quimioterapicos, 6 de estas lineas celulares pertenecian a linfomas. El
hallazgo mas llamativo de este estudio fue la fuerte correlaciéon negativa entre los
niveles basales de bcl-x(1) y la sensibilidad general a los farmacos, incluyendo a todos los
grupos farmacolégicos testados a excepcion de un subgrupo que incluia antimetabolitos
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tales como tioguanina, tiopurina y 5-ASA. La expresion de la proteina bcl-xI también se
correlacion6 con resistencia a fAirmacos. Sin embargo la expresién de bcl-2 no se
correlacioné con la sensibilidad a farmacos en este estudio, lo que puede implicar que
bcl-x] es un regulador mas importante de la muerte celular'#4. Diversos estudios en
lineas celulares han demostrado que niveles elevados de bcl-xl confieren resistencia a
distintos agentes quimioterapicos , incluso un estudio en lineas celulares de cancer
gastrico demostré que suprimiendo la expresion de bcl-xl usando genes antisentido bcl-
X 0 sobreexpresando su antagonista Bak, se aumentaba la apoptosis celular tras el
tratamiento con 5-FU o cisplatino!45. En una serie de 186 linfomas foliculares donde se
estudio la expresiéon inmunohistoquimica de 28 proteinas preseleccionadas (entre las
que se incluia bcl-xl), se demostré que aquellos tumores que sobre-expresaban bcl-xI
tenia una disminucién significativa de la supervivencia globall4¢. La adiciéon de
rituximab a los tratamientos convencionales puede modificar el fenotipo celular de
resistencia a farmacos interfiriendo en las distintas vias de sefializacion celular. La
adicién de rituximab en estudios con lineas celulares consigue disminuir la expresién de
bcl-xl e inducir la apoptosis por paclitaxel, esta disminucién de bcl-xl se consigue
disminuyendo la actividad de la via de sefializacion ERK1/2 MAPK que se encuentra
constitutivamente activada en las lineas celulares de linfomas. El efecto del rituximab en
devolver la sensibilidad a fArmacos también podria conseguirse utilizando inhibidores
de la via de sefializacién ERK1/2 MAPK1#7, Esto podria explicar las respuestas tumorales
a CHOP-R a pesar de expresar bcl-xl al diagnéstico.

No podemos en nuestro estudio confirmar los datos existentes en la literatura que
confieren a los pacientes con presencia de mRNA de bcl-xl un peor prondéstico ya que de
todos los pacientes que presentaron recaida ( N=17) en nuestra serie ninguno
expresaba bcl-xl al diagnoéstico, de hecho observamos menor porcentaje de positividad
de bcl-xl en los pacientes que recaen que los que no recaen con una diferencia
estadisticamente positiva (Tabla 19), lo que iria en contra de considerar la presencia de
mRNA de BCL-XL como factor pronéstico negativo en el momento del diagndstico.

El dato que si ha podido confirmarse es que los pacientes que tras el tratamiento de
quimioterapia y anticuerpo expresaban bcl-xl presentaban mayor tasa de muerte
(Grdfico 8), por lo que su presencia podria estar asociada con la quimiorresistencia
como se postula en la literatura.

Los otros tres genes estudiados estdn en relacién con las vias de la apoptosis , AKT,
PTEN y NF-KB. LA via PI3K/Akt juega un importante papel en la oncogénesis y en el
desarrollo de distintos tumores en los humanos, esta relacionada con la regulacién en la
progresion del ciclo celular, crecimiento celular y en la supervivencia, en la migracién
celular y la invasiéon y en la angiogénesis. Las mutaciones en la via PI3K se detectan
hasta en un 25% de los casos de tumores colonicos, gastricos y glioblastomas y en
menor proporcién en mama y pulmon. Los estudios en linfomas demuestran una baja
incidencia de mutaciones en esta via. La via PI3K/Akt también juega un importante
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papel en la quimiorresistencia en los linfomas no Hodgkin. La desregulacién de la via
PI3K/Akt es frecuente en los linfomas difusos de célula grande y se ha relacionado con
peor prondstico. Uno de los primeros mediadores de sefializaciéon de esta via es la
proteina kinasa B Akt, que actiia promoviendo la supervivencia celular a través de una
fosforilacion de los reguladores apoptoéticos. Esta fosforilacion consigue neutralizar su
habilidad para inducir la apoptosis. En un estudio realizado por Maxwell y publicado en
el 2009148 se demostré que en los LDCG resistentes a CHOP la actividad Akt estaba
aumentada respecto a los sensibles y que la inhibicién quimica de Akt restauraba la
sensibilidad a CHOP de aquellas células resistentes, lo que ponia de manifiesto que eran
las proteinas Akt las que conferian la resistencia y que esta era reversible al inhibirlas.
El rituximab es capaz de inhibir la via pI3K/AKT constitutivamente activada en lineas
celulares de LNH-B, resultando en una inhibicién de la expresiéon de bcl-xl, siendo
inefectivo cuando se tratan lineas celulares resistentes ( RAMO) en las cuales la
apoptosis se produce después de un tratamiento con un inhibidor de AKT.

En el estudio de 3 lineas celulares de LDCG se estudiaron las mutaciones PI3K y la
expresion de Akt. En las 3 lineas celulares se detecté expresion de Akt lo que indicaba
un activacion constitutiva de este gen. Hasta en un 72% de los casos estudiados de LDCG
tenian expresion de AKkt, lo que puede indicar que tiene un papel en el desarrollo de los
LDCG. La existencia de mutaciones en esta serie fue muy infrecuente , pero la mutacién
detectada pertenecia a una de las conocidas como “Hotspot”, por lo que se intuye su
papel en la tumorogénesis del LDCG!4°. En el caso de la leucemia mieloide crénica se han
detectado activaciones de la via Akt sin detectarse mutaciones en los exones 9 y 20 de la
PI3K, lo que sugiere que esta no es una via frecuente de activaciéon de la PI3K en las
neoplasias hematolégicas.

En el estudio global de nuestra serie, la presencia de AKT en los exosomas se asocia con
ausencia de respuesta a los esquemas de tratamiento de quimioterapia y rituximab.
Incluso cuando analizamos el valor prondstico de los mRNA en la serie estratificada
segun la respuesta a los tratamientos, detectamos que aquellos pacientes que aun
respondiendo a los esquemas de tratamiento con rituximab, si tenian la presencia de
mRNA AKT en los exosomas se asociaba con peor supervivencia libre de progresion, lo
que podria estar traduciendo una quimiorresistencia mediada por este gen, como se
sugiere en la literatura.

En ciertos tumores es frecuente encontrar delecciones de genes supresores como
PTEN (que antagoniza PI3K) y el resultado es la activacién constitutiva de la via
PI3K/AKT, promoviendo la supervivencia celular, la proliferacion, la adaptacién al
estrés y las metdastasis!®0, La activacion de la via pI3K/AKT tras la radioterapia o la
quimioterapia es uno de los principales mecanismos por los cuales los tumores se
escapan y se convierten en resistentes.
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En este sentido los datos observados en nuestra serie avalan estas hipotesis.
Evidenciamos que los pacientes recaidos o progresados tiene menor expresion de PTEN
(Tabla 19), 1o que se traduce e n una activacion de la via PI3K/ AKT y confirma la
relacion existente entre pérdida de expresion de PTEN y peor prondstico. De nuevo se
nos plantea la hipétesis de que estos pacientes al tener una menor expresién de PTEN
deben tener una activaciéon de la via PI3K/AKT lo que los haria susceptibles a un
tratamiento con un inhibidor de AKT.

Se conoce que NF- k3 esta relacionado con diferentes procesos fisiolégicos, incluidos
la apoptosis, la inflamacién y la respuesta inmune, el estrés y la proliferacion celular?>1,
También es conocido que el rituximab disminuye la fosforilacién de ciertas quinasas
necesarias para la correcta actividad de NF- k. Aumenta la expresiéon de RKiB
(inhibidor de la proteina kinasa Raf-1) interrumpiendo la senal NF- k3 lo que se traduce
en una disminuciéon concomitante de bcl-xl, la cual regula la quimiosensibilidad de los
LNH-B.

El porcentaje de individuos que expresan NF- k(3 al diagnostico es pequeiio en nuestra
serie y no hemos detectado casos positivos tras el tratamiento con quimioterapia y
rituximab por lo que no podemos concluir en este caso que su presencia ni su aparicion
posterior se relacionen con mal prondstico. Seria necesario estudiar su presencia en
series mas amplias y correlacionarlo con la evolucién. Un estudio publicado por Vega et
al’>2 ha intentado desarrollar nuevos anticuerpos humanizados que permitiesen una
mayor inhibicién de la via NF- xf3.

El tratamiento de lineas celulares resistentes a rituximab con el inhibidor NF- k3,
DHEMQ, resulta en la inhibicion de la expresién de bcl-xl y sensibilizaciéon a la apoptosis.

Llegados a este punto podriamos incluso encontrar en nuestra investigacion un
potencial interés terapéutico, ya que la deteccién de mRNA de AKT o la pérdida de
expresion de pTEN podrian predecir una posible quimiorresistencia o resistencia a
Rituximab potencialmente evitable afiadiendo a los tratamientos inhibidores de la via
AKT.

La adicién de rituximab a las combinaciones de quimioterapia consiguié un beneficio
absoluto de un 16% de mejora en la supervivencia a 10 afios en pacientes que recibieron
tratamiento con la combinaciéon de quimioterapia y anticuerpo frente a los que sélo
recibian quimioterapia. En el caso de los linfomas difusos de células grandes a pesar de
las mejoras con los tratamientos basados en rituximab, entre un 10-15% de los
pacientes presentan enfermedad refractaria inicial (no responden o recaen a los 3 meses
del tratamiento) y un 20-25% adicional recaeran tras una respuesta inicial a dicho
tratamiento. La mayoria de las recaidas ocurren en los tres primeros afios tras el
tratamiento. Los tratamientos con altas dosis de quimioterapia seguidos de un
trasplante autélogo de médula dsea parecen ser la mejor opcién terapéutica para los
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pacientes con recaidas quimiosensibles. Mas de la mitad de los pacientes no son
candidatos a estas tratamientos y de los que pueden someterse a ellos s6lo un pequefia
minoria terminara curandose de la enfermedad. En el caso de pacientes ancianos, que
recaen tras un tratamiento con R-CHOP, las opciones disponibles son minimas,
enfrentadndonos a supervivencias tras la progresion en torno a los 7 meses. Una revisiéon
reciente!>3 demuestra que pacientes tratados con una primea linea de quimioterapia y
rituximab tiene aliin menos respuestas a los tratamientos de rescate (solo un 10%) que
si no habian recibido tratamiento previamente con rituximab.

Es una necesidad no cubierta y de elevada importancia el identificar aquellos pacientes
en los que R-CHOP no serd un tratamiento suficiente y en los que se deberian
contemplar alternativas terapéuticas en especial aquellos que podrian beneficiarse de
nuevos tratamientos con novedosas vias de actuacion.

No existen marcadores biol6gicos validados que nos puedan ser utiles para seleccionar
la terapia inicial en la practica clinica y seleccionar los pacientes potencialmente
resistentes para poder revertir dicha resistencia. Dada la elevada heterogeneidad de
estos tumores es importante que a la hora de seleccionar nuevos tratamientos
identifiquemos poblaciones enriquecidas en marcadores diana sobre los que el farmaco
especifico podria actuar. Existen diversos estudios que avalan la inhibicién de la via AKT
en los linfomas difusos de célula grande. La utilidad clinica de nuestra investigacién
podria estar determinada por la capacidad de diferenciar segiin la expresién de mRNA
dominantes que tratamientos posteriores pueden obtener los maximos resultados.

Se estan desarrollando farmacos que actian a nivel de la via NF- kf3 que suele estar
activada en los linfomas difusos de célula grande y en este sentido el Bortezomid actiia
inhibiendo esta via de forma indirecta (bloqueando la degradaciéon de IxBa, proteina
inactiva de NF- kf3). En un ensayo clinico en pacientes en recaida con LDCG se asoci6
Bortezomib con R-EPOCH y los linfomas con activaciéon de la via NF- k3 presentaban
mayor tasa de respuestas y mayor supervivencia global'>4. Actualmente estan en marcha
ensayos Fase III que analizaran los resultados segun los subtipos moleculares.

Otros inhibidores de la via AKT, a través de la inhibicion de la proteina kinasa Cf3 es la
Enzastaurin. Un estudio fase IIl evalda su eficacia como mantenimiento tras el
tratamiento con R-CHOP en pacientes con LDCG de alto riesgo. Los resultados estan
pendientes y el farmaco se ha estudiado en linfomas foliculares y LDCG en poblaciones
previamente tratadas con resultados modestos en la poblacién general, sin focalizarse
en los grupos especificos que podrian beneficiarse.

De los mRNA estudiados otro de los candidatos sobre los que se podria actuar y que se
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ha relacionado con mal prondéstico es el BCL-XL de la familia BCL2, en este caso su
presencia tras los tratamientos con R-CHOP se relacionan con mal pronéstico . Se estan
estudiando farmacos como ABT-263 y ABT-273 que actian sobre dicha via pero de los
que solo disponemos de datos moleculares.

En el avance cientifico se han detectado otras mutaciones en los linfomas sobre las que
se podrian actuar tales como EZh2, que codifica para una histona metiltransferasa,
necesario para el correcto crecimiento de la célula tumoral.

Farmacos ya comercializados como la LENOLIDAMIDA que actda a través de la via NF-
kf inhibiéndola, han demostrado una tasa de respuestas de hasta un 35% en pacientes
en recaida, han demostrado que la tasa de respuestas es mayor e LDCG no centro
germinal, que son los que con mas frecuencia tienen activada la via NF- k3155,

La via PI3K/AKT/mTOR juega un papel importante en la proliferacién y supervivencia
de las células del linfoma. Varios inhibidores de la PI3K estan en desarrollo en distintos
tipos de tumores algunos ya en fase Il como en el caso del ciAncer de mama. En el caso
de los linfomas foliculares existen estudios con NVP-BEZ235 ( inhibidor de 1aPI3K y de
mTOR) en lineas celulares demostrando que se inhibe la proliferaciéon de las células del
linfoma folicular15. Esta misma inhibicién también se estd estudiando en lineas
celulares de linfomas difusos de células grandes!>7.

Estudios mas recientes se han focalizado en NVP-BKM120, un pan-inhibidor de clase I
que reduce la proliferacién celular y aumenta la apoptosis en LDCG>8

Los posibles mecanismos de resistencias a los tratamientos actuales pueden venir
establecidos por las activaciones de las distintas vias de proliferacion celular con lo que
descubrir alteraciones especificas en linfomas con comportamientos atipicos y sobre las
que podamos actuar pueden estar abriendo la puerta al desarrollo de nuevos farmacos
mas eficaces en tumores resistentes.
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1.- La introduccién de los tratamientos combinados de quimioterapia y rituximab
proporciond a la poblacion estudiada un aumento estadisticamente significativo de la
supervivencia libre de progresiéon y supervivencia global tanto en los linfomas
foliculares como en los linfomas difusos de célula grande.

2.- El patron de recaida de la enfermedad se modifica de forma estadisticamente
significativa en pacientes con Linfoma difuso de célula grande en la era postrituximab,
siendo mas frecuentes las recaidas en los tres primeros afios ( 81% versus 67%). En el
subgrupo de linfomas foliculares aunque las recaidas eran menos frecuentes en la era
postrituximab, el patréon de recaidas no presento diferencias estadisticamente
significativas, manteniendo un porcentaje similar de recaidas tardias (28% versus 22%).

3.- La SLP24 se confirma como factor prondstico tanto en la subpoblacién de linfomas
foliculares como en los linfomas difusos de célula grande. Las recaidas en los 2 primeros
afios confieren peor pronoéstico de forma estadisticamente significativa y mayor riesgo
de muerte por la enfermedad.

4.- El aislamiento de exosomas de una muestra de sangre periférica es factible , accesible
y facilmente reproducible, lo que lo hace idéneo como fuente para la obtencién de mRNA
que podriamos relacionar con el pronoéstico de los linfomas e incluso utilizarlos como
factores predictivos de respuesta a farmacos.

5.- La expresiéon de mRNA en los exosomas de los pacientes afectos de linfoma varia a lo
largo de la evolucidn, detectdndose cambios en esa expresidn tras los tratamientos.

6.- No hemos conseguido aislar un marcador patognomoénico de linfomas, ya que estos
mRNA se encuentran presentes en la poblacidn sana aunque en porcentajes distintos. La
presencia de mRNA de bcl-6 y la ausencia de mRNA de pTEN ( o pérdida de su
expresion) es mayor de forma estadisticamente significativa en pacientes con linfoma
que en sujetos sanos.

7.- La expresion de mRNA de bcl-6 y/o c-myc al diagnéstico se asocia con peor
supervivencia . La presencia de bcl-6 tras el tratamiento se asocia con no respuesta .
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Ambos datos apoyan la hipétesis de que bcl-6 puede estar implicado en la resistencia a
rituximab.

8.- La expresion de bcl-xl tras el tratamiento puede traducir quimiorresistencia y
recaidas precoces de la enfermedad abriendo el campo a estudiar nuevos farmacos que
bloqueen dicho mecanismo de accién en esta subpoblacién.

9.- La pérdida de expresion de pTEN y la presencia de mRNA de AKT se asocian con mal
pronoéstico y mala respuesta a los tratamientos convencionales pudiendo traducirse en
una activacién de la via PI3K. El conocimiento de las vias moleculares de resistencia a
farmacos originarian nuevas lineas de investigacién con farmacos especificos contra
esas vias moleculares que consiguieran revertir dichas resistencias.
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