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medios de utilidad insegura, pero con la conciencia cierta de que hasta donde no puede llegar

el saber, llega siempre el amor”

(Gregorio Maranon)



Agradecimientos

Han sido muchas las personas que han estado dandome apoyo moral y fuerza en el
transcurso de la elaboracién de esta tesis tanto mi familia y amigos de Pamplona como

la familia mallorquina que he creado en estos anos.

Pero me gustaria especialmente dedicar la tesis a mis padres, de los que me siento
muy orgullosa, por su apoyo incondicional, su sabiduria, generosidad y bondad que

me han hecho ser la persona que soy.

Queria dar las gracias a Silvia Montoto por haber sido una figura clave en el inicio de

mi carrera profesional, haber confiado en mi y contado conmigo en todo momento.

Quiero agradecer a Antonio Gutiérrez, mi director de tesis y compafero incondicional
en el mundo de los linfomas, por haberme transmitido su ilusion, constancia y
dedicacion por la investigacion, una heroicidad con el ritmo de trabajo al que estamos
sometidos. Asimismo, queria dar las gracias a Antonia Sampol como Jefa de Servicio
por todo el apoyo y soporte en estos afios, asi como a mis comparieros del Servicio de

Hematologia.

Finalmente, queria agradecer también enormemente al GELTAMO su aportacion en la

elaboracion del presente trabajo.



Indice
ADBFEVIALUIAS........ccoueeeeieeiiiericiiiscsiisicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 6
RESUMEN.......aeeeeeeeiiierciissiisssisssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
INErOAUCCION........cueeeeeeeeereeeciereiescirscereseesssessssssssesssssssssssssssssssssssassssssssassssasans 15

Caracteristicas generales ...........ceviiciniiiinninnincnns s 16
Tratamiento @StANAr............cociiviiiiiiniiticrrrrr s n s snessnas 18
Factores prondsticos en LBDCG ..........cocciiviiiiiniiininnnnnnicnesnnessssssnsssssssssssssssssssss 19
1) CIASICOS ..ttt ettt b e bbbt bt bt et e s bt bt bt et e s bt bt e st et s b saeeaean 19

2) Dosis intensidad relativa ...........coceeeeieiiiiiee e 20

3) Mejoras de l0S iNdiCES ProNOSHICOS ......c.eeueeiiriiriiriieienie ettt 21

4) Papel pronodstico de variables del hemograma ...........oceeveeiinininienieneneeiee e 22

5) Papel de la vitaming D........ccccoiiiiiiiiiiiiieeee et 24

6) Papel de las pruebas de iMagen ..........ccceeeiiiiiiniiiese et 25

7) Factores moleculares y traslacionales CoONOCIAOS ...........cceeeverirerieiieneneneee s 25
HIpOtesis Y ODJELIVOS..........c.eeeeeeeeiieiiiiseststssses st ssas e 37
Material y MELOAOS.............couereeriiriiieiiisirsissestsissts st ssss s e e ssssssssssanas 40
L =X 7] - To Lo L= 46
Dosis intensidad relativa (ANeX01).......ccceeiiviiiineiiiinnninnnncenc e 47
Validacion del TS.......iiiiinnnrirnsecnnsne s sssessssssessssssssssssssssssssssasssssasnns 54
Inclusion de las variables del hemograma en un nuevo indice pronéstico ...... 60
Papel prondstico de los miRNAs en el LBDCG............coccivviiiviiinncnnnnscnsnncnessnnnns 66
DiSCUSION........ooeeeeeeeeeerereereireseressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassssassns 76
Dosis intensidad relativa ...........cccocciiiiiiiiiiiiiiiiinn e 77
Comparacion de los nuevos indices con los indices estandar............................ 80
Papel prondstico de 1os miRNAs en LBDCG ...........ooviiiiiiiinninnnncnnnnsncnsnscnnssnnnns 84
CONCIUSIONES..........aueeeeeieiriiirsiiisscsissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 89
Bibliografia.............eoueeueeerseereiiiiiieiiisisstsstst st saeas 91
Y 1 1= o X N 116



Abreviaturas

LBDCG: Linfoma B difuso de célula grande
LNH: Linfoma no Hodgkin

WHO: Word Health Organization

NOS: No especificado

SNC: Sistema nervioso central

VEB: Virus Epstein Barr

CG: Centrogerminal

ABC: Célula B activada

R-CHOP: Rituximab, Ciclofosfamida, Doxorubicina, Vincristina y Prednisona
IPI: International Prognostic Index

LDH: Lactato deshidrogenasa

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group
PS: Performance Status

AA: Ann Arbor

TS: Tumor Score

B2M: Beta-2microglobulina

SLP: Supervivencia libre de progresion
SG: Supervivencia global

SLF: Supervivencia libre de fallo

HR: Hazard ratio

IC: Intervalo de confianza

RR: Riesgo relativo

DIR: Dosis intensidad relativa



DI: Dosis intensidad

NCCN: National Comprehensive Cancer Network
RAL: Recuento absoluto de linfocitos

RAM: Recuento absoluto de monocitos

RAN: Recuento absoluto de neutrofilos

RDW: Amplitud de la distribucion eritrocitaria

TC: Tomografia computarizada

PET: Tomografia por emision de positrones

VMT: Volumen metabdlico tumoral
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IHQ: Inmunohistoquimica

DH: Doble hit

DE: Doble expresor

miRNAs: microRNAs

HUSE: Hospital Universitario Son Espases

HSLL: Hospital Son Llatzer

HM: Hospital del Mar

GELTAMO: Grupo Espafol de Linfomas y Trasplante Autélogo

MInT: MabThera International Trial



Resumen




El linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) constituye un grupo heterogéneo de
linfomas desde el punto de vista biolégico y clinico. En torno al 20-40% de los
pacientes recaen por lo que es importante buscar marcadores pronésticos para tratar
de forma diferencial aquellos casos menos susceptibles de ser curados con
tratamiento convencional. Con este propdsito, hemos estudiado distintos marcadores
prondsticos en una serie homogéneamente tratada con R-CHOP con o sin radioterapia

para evaluar su capacidad de influir en nuestras decisiones de manejo terapéutico.

Desde el punto de vista de los factores relacionados con el tratamiento, la dosis
intensidad relativa (DIR) es ampliamente conocida en linfoma Hodgkin pero hay menos
evidencias en LBDCG. Mediante este trabajo analizamos la DIR tanto en una cohorte
tratada con R-CHOP21 como con R-CHOP14. En nuestra serie no encontramos
diferencias en términos de respuesta y supervivencia entre los pacientes tratados con
R-CHOP21 o R-CHOP14, lo cual coincide con lo reportado en los ensayos fase lll. Se
observé una tendencia a una mayor tasa de reduccién de DIR en el grupo de R-
CHOP14. Sin embargo, el impacto de la reduccion de la DIR en la respuesta y
supervivencia se observé Unicamente en el grupo de R-CHOP21. Por tanto, si
evitaramos la reduccién de la DIR, los regimenes de R-CHOP21 y R-CHOP14 serian
equivalentes en términos de respuesta y supervivencia. En pacientes tratados con R-
CHOP21 se recomiendan, por tanto, medidas de soporte para evitar estas

reducciones.

Desde el punto de vista de factores clinicos, se han propuesto numerosos indices
pronésticos. EI mas importante y mayormente usado es el indice prondstico
internacional (IPl), posteriormente validado en la era de Rituximab (R-IPI). Sin
embargo, el R-IPl a pesar de ser un buen indice, carece de la habilidad de identificar
un grupo de muy alto riesgo en la era de Rituximab: el grupo de alto riesgo del R-IPI
tiene una supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion (SLP) a los 4
anos mayor del 50%. En los ultimos afos, se han hecho esfuerzos para intentar
mejorar la habilidad discriminativa del IPl, como el NCCN-IPI. En la era pre-Rituximab
también se generd el Tumor Score (TS) considerando exclusivamente variables
relacionadas con el tumor. En el presente trabajo, se realizé la validacion del TS en la
era de Rituximab y se confirmé que todas las variables incluidas en el TS original
mantenian un papel prondstico independiente. Asimismo, el TS demostré una mejor

identificacion de los pacientes de alto riesgo en comparacion con el IPl o el NCCN-IPI.

Por otra parte, generamos por primera vez un nuevo indice prondstico con la inclusién

de variables del hemograma (ratio linfocitos/monocitos y amplitud de la distribucion



eritrocitaria) y la beta-2-microglobulina al diagndstico que es de facil obtencion en la
practica clinica. En comparacién con el R-IPI, este nuevo indice demostré una mejor
identificacion del subgrupo de muy mal prondstico tanto para SLP como para SG.
Asimismo, con este nuevo indice se confirmé un mejor poder discriminativo tanto para
SLP como SG.

Por ultimo, desde el punto de vista biolégico, estudios previos sugieren que los
microRNAs (miRNAs) podrian tener un potencial papel prondstico en pacientes con
linfoma. Nosotros identificamos 3 miRNAs (miRNA-1244, miRNA-193-5p y miRNA-
1231) con papel prondstico tanto para SLP como para SG. Estos pacientes podrian
ser susceptibles de ser tratados con mayor o menor intensidad o con la adicién de

nuevos farmacos.
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Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) is a heterogeneous subtype from a biological
and clinical point of view. Around 20-40% of the patient’s relapse, so it is important to
identify a high-risk population that could benefit from different therapeutic approaches.
For this purpose, we have analyzed different prognostic markers in a series
homogeneously treated with R-CHOP with or without radiotherapy to evaluate their

capacity to influence our therapeutic decisions.

Regarding factors related to the treatment, the relative dose intensity (RDI) is a well-
known prognostic factor in Hodgkin lymphoma, but scarce information has been
published in DLBCL. Our study analyzed the prognostic impact of RDI in two cohorts of
DLBCL patients treated with R-CHOP21 or R-CHOP14 to evaluate its differential
impact when increasing dose density. In our series there were no differences in terms
of response or survival between patients treated with R-CHOP21 or R-CHOP14, which
coincides with reported phase Il clinical trials. A higher rate of RDI reduction was
observed in the R-CHOP14 group. However, the impact of RDI reductions on response
and survival was only observed in the R-CHOP21. We can conclude that R-CHOP21
and R-CHOP14 are equivalent regimens in terms of response and survival only if RDI
reductions are avoided. For patients receiving R-CHOP21 we recommend using clinical

and support measures in order to avoid RDI reductions.

Regarding clinical factors, several scores have been developed. The International
Prognostic Index (IPI), lately validated in the rituximab era (R-IPI), has been the most
widely used. However, despite being a good prognostic score, it cannot identify a very
high-risk subset in the Rituximab era: the high-risk group of R-IPI has a 4-year overall
survival (OS) and progression free survival (PFS) higher than 50%. Several attempts
have been made to try to improve R-IPI such as the NCCN-IPI. Also, in pre-Rituximab
era the Tumor Score (TS) was reported exclusively considering tumor-related
variables. In our study, the validation of TS was performed and we confirmed that all
variables included in the original TS retain an independent prognostic role. Likewise,
TS showed a better identification of patients with high risk prognosis compared to IPI or
NCCN-IPI.

On the other hand, a new prognosis score including complete blood count variables
(lymphocytes/monocytes ratio and red blood cell distribution width) and beta-2-
microglobulin at diagnosis is presented for the first time, which is readily available in a
real-life practice without additional tests. Compared to R-IPI, this score showed better
high-risk assessment for both PFS and OS. Furthermore, better risk discrimination for

PFS and OS was confirmed with the new score compared to IPI.
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Finally, regarding biological factors, previous studies suggest that microRNAs
(miRNAs) could have a potential prognostic role in patients with lymphoma. We
identified 3 miRNAs (miRNA-1244, miRNA-193-5p and miRNA-1231) with prognostic
significance for PFS and OS. These patients could be susceptible to be treated with

more or less intensity or with the addition of new drugs.
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El limfoma B difus de cél-lula gran (LBDCG) constitueix un grup heterogeni de
limfomes des del punt de vista biologic i clinic. Al voltant del 20-40% dels pacients
recauen, per la qual cosa, és important buscar marcadors prondstics per tractar de
forma diferencial aquells casos menys susceptibles de ser curats amb tractament
convencional. Amb aquest proposit, hem estudiat diferents marcadors pronostics en
una serie homogéniament tractada amb R-CHOP amb o sense radioterapia per

avaluar la seva capacitat d’influir en les nostres decisions de maneig terapéutic.

Des del punt de vista dels factors relacionats amb el tractament, la dosi intensitat
relativa (DIR) és ampliament coneguda en limfoma Hodgkin perd hi ha menys
evidéncies en LBDCG. Mitjangant aquest treball analitzem la DIR tant en una cohort
tractada amb R-CHOP21 com amb R-CHOP14. En la nostra série no trobem
diferencies en termes de resposta i supervivéncia entre els pacients tractats amb R-
CHOP21 o R-CHOP14, la qual cosa coincideix amb el reportat en els assajos fase Ill.
Es va observar una tendéncia a una major taxa de reduccié de DIR en el grup de R-
CHOP14. No obstant, I'impacte de la reduccio de la DIR en la resposta i supervivéncia
es va observar unicament en el grup de R-CHOP21. Per tant, si evitéssim la reduccio
de la DIR, els regims de R-CHOP21 i R-CHOP14 serien equivalents en termes de
resposta i supervivencia. En pacients tractats amb R-CHOP21 es recomana, per tant,

mesures de suport per evitar aquestes reduccions.

Des del punt de vista de factors clinics, s’han proposat nombrosos indexs pronostics.
El més important i majorment utilitzat és l'index prondstic internacional (IPI),
posteriorment validat en I'era de Rituximab (R-IPI). No obstant, 'R-IPI tot i ser un bon
index, manca de I'habilitat d’identificar un grup de molt alt risc en I'era de Rituximab: el
grup d’alt risc de I'R-IPI té una supervivéncia global (SG) i supervivencia lliure de
progressié (SLP) als 4 anys major del 50%. En els ultims anys, s’han fet esforgos per
intentar millorar I'habilitat discriminativa de I'IPI, com I'NCCN-IPl. En l'era pre-
Rituximab també es va generar el Tumor Score (TS) considerant exclusivament
variables relacionades amb el tumor. Al present treball, es va realitzar la validacié del
TS en l'era de Rituximab i es va confirmar que totes les variables incloses en el TS
original mantenien un paper pronostic independent. Aixi mateix, el TS va demostrar

una millor identificacié dels pacients d’alt risc en comparacioé amb I'IPl o 'NCCN-IPI.

D’altra banda, generem per primera vegada un nou index pronostic amb la inclusio de
variables de I'hemograma (ratio limfocits/mondcits i amplitud de la distribucio
eritrocitaria) i la beta-2-microglobulina al diagnostic que és de facil obtencié en la

practica clinica. En comparaciéo amb I'R-IPI, aquest nou index va demostrar una millor

13



identificacié del subgrup de molt mal pronostic tant per SLP com per SG. Aixi mateix,
amb aquest nou index es va confirmar un millor poder discriminatiu tant per SLP com
SG.

Finalment, des del punt de vista bioldgic, estudis previs suggereixen que els
microRNAs (miRNAs) podrien tenir un potencial paper pronostic en pacients amb
limfoma. Nosaltres identifiqguem 3 mMiRNAs (miRNA-1244, miRNA-193-5p i miRNA-
1231) amb paper pronodstic tant per SLP com per SG. Aquest pacients podrien ser
susceptibles de ser tractats amb major o menor intensitat o amb I'addicié de nous

farmacs.
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Introduccion
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Caracteristicas generales

El linfoma B difuso de célula grande (LBDCG) es el subtipo de linfomas no Hodgkin
(LNH) mas frecuente y engloba 30-40% de todos los LNH. Es mas frecuente en
poblacion mayor, la mediana de edad se encuentra en la séptima década de la vida,
aunque puede presentarse también en la infancia y en adultos jovenes. Es mas

frecuente en varones que en mujeres.

Constituye un grupo heterogéneo desde el punto de vista tanto biolégico como clinico
que se refleja en la nueva clasificacion de la Word Health Organization (WHO) 2016
con mas de 20 subgrupos basados en parametros morfolégicos, bioldgicos,

inmunofenotipicos y clinicos(1):

LBDCG tipo no especificado (NOS)

Variante morfoldgica:
Centroblastica
Inmunoblastica
Anaplasica
Otras

Subtipos moleculares:
Subtipo centrogerminal

Subtipo célula B activada

Otros linfomas de célula B grande
Linfoma B rico en células T/histiocitos
LBDCG primario del sistema nervioso central (SNC)
LBDCG primario cutaneo de tipo las piernas
LBDCG virus epstein bar (VEB) positivo, NOS
LBDCG asociado a inflamacion crénica
Granulomatosis linfomatoide
LBDCG con reordenamiento de IRF4
Linfoma primario mediastinico
LBDCG intravascular
LBDCG ALK positivo
Linfoma plasmablastico
LBDCG HHV8 positivo

Linfoma primario de cavidades

Linfoma B alto grado
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Linfoma B alto grado con reordenamiento de MYC y BCL2 y/o BCL6
Linfoma B alto grado, NOS

Linfoma B inclasificable

Linfoma B inclasificable con caracteristicas intermedias entre LBDCG

y linfoma hodgkin clasico

Los casos biologicamente heterogéneos para los que no disponemos de un criterio
aceptado para su subdivisién, se clasifican como LBDCG tipo NOS. Este se subdivide

en subtipo centrogerminal (CG) y de célula B activada (ABC).

La etiologia del LBDCG tipo NOS es desconocida. Normalmente suele diagnosticarse
de novo pero puede representar la transformacion desde un linfoma menos agresivo
como leucemia linfatica cronica/linfoma linfocitico, linfoma folicular, linfoma de la zona
marginal o linfoma de Hogkin predominio linfocitico nodular. La inmunodeficiencia
subyacente es un factor de riesgo significativo. EI LBDCG tipo NOS, que ocurre en el

seno de inmunodeficiencia, se asocia mas frecuentemente a VEB positivo.

Este linfoma se manifiesta con afectacién nodal o extranodal. En el 40% de los casos
la enfermedad esta confinada en una localizacién extranodal. El tracto gastrointestinal
(estdmago y region ileocecal) es la localizacién mas frecuente. Otras localizaciones
comunes son hueso, testiculos, bazo, anillo de Waldeyer, glandulas salivares, tiroides,
higado, rifiones y glandulas adrenales. EI LBDCG con afectacion renal o adrenal se
asocia con mas riesgo de infiltracion en SNC. Los linfomas cutaneos se componen

predominantemente de linfocitos B grandes y se consideran distintas entidades.

La afectacion de la médula ésea puede ser discordante (en un 10-25% de los casos
podria tener infiltracién por linfoma B de bajo grado) o concordante (infiltracion por
LBDCG). La tasa de detecciéon de la minima infiltracion aumenta con el uso de otras
técnicas como citometria de flujo, inmunohistoquimica y citogenética molecular.
Asimismo, la tomografia por emision de positrones (PET) es una técnica sensible para
la deteccion de la infiltracion medular concordante pero no para la discordante. Los
consensos recientes sugieren que la biopsia médula 6sea no es necesaria sila PET es

negativa. La expresion periférica del LBDCG es rara.

Desde el punto de vista clinico, los pacientes presentan un rapido crecimiento de la
masa tumoral con afectacion nodal o extranodal unica o multiple. La mitad de los
pacientes presentan estadio I-Il aunque la incorporacion de la PET en el estadiaje

inicial ha aumentado el porcentaje de pacientes con estadios avanzados.
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Tratamiento estandar

A pesar de que se trata de un linfoma potencialmente curable, el 20-40% recaen por lo
que es importante buscar marcadores prondsticos para tratar de forma diferencial

aquellos casos menos susceptibles de ser curados con tratamiento convencional.

El tratamiento estandar de primera linea del LBDCG es Rituximab, Ciclofosfamida,
Doxorubicina, Vincristina y Prednisona (R-CHOP) cada 21 dias por 6 ciclos(2). La
adicion del anticuerpo monoclonal (Rituximab) al esquema CHOP demostré un

beneficio considerable en términos de supervicencia(3).

Los esfuerzos para mejorar el esquema R-CHOP21 acortando el intervalo a 14 dias
(R-CHOP14) no han sido satisfactorios(4). Recientemente, se esta investigando la
incorporacion de nuevos farmacos al tratamiento estandar con R-CHOP21. Se han
publicado numerosos ensayos clinicos que incluyen la adicion de Epratuzumab(5),
Bortezomib(6) o Lenalidomida(7). Estos agentes estan disefiados para actuar en vias
oncogénicas especificas y su accion bioldgica es distinta a la del R-CHOP. En
cualquier caso, se requieren ensayos clinicos randomizados para confirmar la
superioridad de la adicion de estas drogas a R-CHOP (Figura 1)(8). Por esta razén,
son necesarios nuevos factores prondsticos y predictivos basados en la biologia del
LBDCG para que, de esta manera, estos ensayos clinicos cuenten con marcadores
especificos para la seleccion de los mejores candidatos a las distintas combinaciones
con R-CHOP.

Figura 1: Evolucion de las estrategias terapéuticas en LBDCG

Pre-rituximab : Ongoing studies
|
CHOP |
vs. |
m-BAGOD, CHOP CHOP Improved R-CHOP-21 R-CHOP-14 R-CHOP
ProMACE- — remains Vs. r— outcome - VS. =t not superior VS. |:>
CytaBOM, or standard || | R-CHOP with R-CHOP | | R-CHOP-14 DA-EPOCH-R
MACOP-B |
|
|
ins wi RB-CHOP
CHOP-14, : CHOEP-21 RCHOP-14, | Safowih ve, ::)
CHOEP-14, benefits > 60 yrs R-CHOEP-14, | ’ R-CHOP*
CHOP-21, or and CHOP-14 *|  R-CHOP-21, C,fo?fe;‘;i?
CHOEP-21 | <60yrs or R-CHOEP-21 when adding R
I R-CHOP-|
| VS. :: )
| R-CHOP*
| R-CHOP Improved
| Vs. | survival with
| ACVBP-R (young, ACVBP-R in R2-CHOP ::)
| low IPI patients) this group VS.
| —— R-CHOP

© 2014 American Association for Cancer Research
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Factores pronodsticos en LBDCG

1) Clasicos:
International Prognostic Index (IPI):

El IPl se cred en 1993 en la era pre-Rituximab(9). Es el score prondstico mas
comunmente empleado en LBDCG. Este modelo incluye 5 factores para predecir la

supervivencia:

= Edad >60 afios

= Aumento de lactato deshidrogenasa (LDH)

» Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status (PS)

=2

= Estadio Ann Arbor (AA) IlI-IV

= Localizacion extranodal =2
En base al numero de factores, se establecen 4 grupos con una supervivencia libre de
progresion (SLP) que varia entre un 26% y un 73%. Posteriormente, con la
incorporacion del Rituximab, el IPl fue revisado por Sehn et al (R-IPI)(10) y se
redistribuyeron los grupos en 3 (muy favorable con 0 factores, favorable con 1-2 o
desfavorable con 3-5). La supervivencia global (SG) a los 4 afos fue del 94%, 79% y
55%, respectivamente. Posteriormente, Ziepert et al confirmaron la validacion del IPI
en 3 ensayos clinicos fase Il/lll: MinT (MabThera International Trial), RICOVER-60 y
MegaCHOEP(11).

El mayor inconveniente del R-IPI es que no discrimina un subgrupo de pacientes con
pronostico muy malo, dado que, incluso el subgrupo desfavorable, tiene una SLP a los
4 afos de un 53%. Esta limitacion ha llevado a la generacién de nuevas herramientas

prondsticas.

MD Anderson Tumor Score (TS):

EI TS se generdé en 1992 en la era pre-Rituximab y reporté un indice considerando
exclusivamente variables relacionadas con el tumor(12). Asi, ademas de la LDH y el
estadio incluido en el IPI, afiadié otras 3 variables asociadas al tumor:

= Aumento de LDH

= Estadio AA IlI-IV
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= Aumento Beta-2-microglubina (B2M)
= Masa bulky

=  Sintomas B

El estudio incluyd 144 pacientes diagnosticados de linfomas de grado intermedio o
inmunoblasticos tratados con CHOP-Bleomicina como primera linea seguido de
radioterapia si la afectacion era localizada y CHOP-Bleomicina alternando con CMED
si era extendida. Se identificaron 2 subgrupos prondsticos: Bajo riesgo (0-2,
supervivencia libre de fallo (SLF) a los 3 afios del 83%) versus alto riesgo (=3, SLF a
los 4 afios del 24%).

La B2M se trata de una cadena ligera del polipéptido que forma parte de los antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad clase I. Su papel como factor pronéstico
desfavorable en enfermedades linfoproliferativas (linfoma y mieloma) es controvertido.
Varios estudios han demostrado su valor pronéstico en LBDCG tanto en la era pre-
Rituximab(12) como post-Rituximab(13). Los niveles altos de B2M se han asociado
con enfermedades linfoides malignas que presentan alta carga tumoral, altas tasas de
recambio celular y mayor potencial invasivo. Dado que la B2M se excreta por el rifon,
el fallo renal puede generar un aumento de los niveles séricos, que se puede observar
también en situaciones de inflamacion tanto sistémica como focal asociada, como por
ejemplo, a eventos cardiovasculares o la edad(14). En consecuencia, niveles altos de
B2M pueden conllevar un peor pronostico secundario tanto al tumor como a
caracteristicas del paciente. La adicién de la B2M a las principales variables del IPI ha

desmostrado ser de utilidad como veremos mas adelante.

2) Dosis intensidad relativa:

Como ya hemos comentado, en los ultimos afios han habido intentos de mejorar la
supervivencia aumentando la dosis densidad (CHOP14) o intensidad (CHOEP,
ACVBP, consolidacion de la primera linea con trasplante autdlogo)(15)(16) sin
demostrarse beneficios en términos de supervivencia, salvo en grupos muy concretos
de pacientes. En relacion al R-CHOP14, mediante un ensayo clinico fase lll, se
confirmd que no habia beneficio en comparacion con R-CHOP21 por su mayor
toxicidad(4)(17).

Los factores relacionados con el tratamiento, como la dosis intensidad relativa (DIR),

no siempre se han contemplado de manera rutinaria. La DIR se determina mediante la
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proporcion entre la dosis de farmaco real administrada y la planeada durante el
periodo de duracion del tratamiento. Este factor prondstico es ampliamente conocido

en linfoma de Hodgkin(18)(19) pero hay menos evidencias en LBDCG(20).

3) Mejoras de los indices prondsticos:

Con el objetivo de mejorar el R-IPI en los ultimos afios se han propuesto indices
revisados incluyendo nuevas variables que pueden mejorar su capacidad

discriminativa en la era Rituximab:

e NCCN-IPI:

Mediante el uso de los datos clinicos de la base de datos de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) en la era Rituximab, se generé un IPI
mejorado con el objetivo de optimizar la estratificacion del riesgo(21). Para ello, se
recogieron datos clinicos de 1650 pacientes diagnosticados de LBDCG de novo entre

2000-2010. Se identificaron 5 factores predictores con un maximo de 8 puntos:

Factores Puntuacion

Edad:
>40 a <60
>60 a <75
>75
Estadio AA:
-1v 1

LDH:

>1as<3

>3
Enfermedad extranodal
ECOG 22

[EE N R N O BN

Se generaron 4 grupos: Bajo riesgo (0-1), bajo-intermedio (2-3), alto-intermedio (4-5) y
alto riesgo (6-8). En comparacién con el IPl, el NCCN-IPI presentaba una mejor
discriminaciéon de los grupos de bajo y alto riesgo (SG a los 5 afos de 96% y 33%
versus 90% y 54% del IPl). Esta serie se validé con una cohorte independiente
(n=1138). Se concluyd que el NCCN-IPI era un indice facil de emplear y que

presentaba mas potencia que el IPl para predecir la supervivencia en la era del
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Rituximab. A pesar de ello, este indice no fue capaz de discernir un subgrupo de muy
mal prondstico por lo que en los ultimos afios se han ido generando otros nuevos

indices pronésticos.

e GELTAMO-IPI:

Con el objetivo de mejorar la identificacion del subgrupo de mal prondstico, Montalban
et al generaron un nuevo indice incorporando la B2M y estratificando la edad y el
ECOG(22):

Factores Puntuacion

Edad:

<65 1

265 a <79

>80
Estadio AA:

-1v 1
LDH:

>1 1
ECOG

1

3-4 2

B2M >1 1

Este indice separa 4 grupos prondsticos con un maximo de 7 puntos (0, 1-3, 4 0 25)
con una SG del 93%, 79%, 66% y 39%, respectivamente. En comparacion con el
NCCN-IPI, presenta una mejor discriminacion del subgrupo de alto riesgo (SG a los 5

anos de 39% versus 49%).

4) Papel pronéstico de variables del hemograma:

El valor prondstico de los parametros del hemograma es conocido en algunos tumores
solidos(23). En el contexto del linfoma, hay una evidencia creciente de que el
microambiente del tumor y la inmunidad del huésped juegan un importante papel en la
progresion(24). Entre las evidencias mas importantes reportadas con valor prondstico
en LBDCGB tenemos:
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e Recuento absoluto de linfocitos (RAL):

Estudios retrospectivos han confirmado el papel del RAL al diagnostico para predecir
la supervivencia en LBDCG(25)(26) y han reportado que un alto RAL en el momento
del diagndstico se asocia con mejor SLP y SG independientemente del IPIl. De hecho,
se han realizado intentos de generar nuevos indices incorporando el RAL con el IPI.
Cox et al describieron un indice (RAL/R-IPI) que clasificaba a los pacientes en bajo
riesgo (R-IPl muy favorable y favorable y RAL=0,84x10%L), riesgo intermedio (R-IPI
desfavorable o RAL20,84x10°L) y alto riesgo (R-IPI desfavorable vy
RAL20,84x10%L)(27). En el andlisis multivariante, este indice era el predictor mas

potente para SLP y SG.

e Recuento absoluto de monocitos (RAM):

Asimismo, se ha investigado el numero de monocitos detectados en sangre periférica
sugiriendo que podria afectar a la patogénesis y prondstico de esta enfermedad(28).
En comparacion con el RAL, el alto RAM tiene el efecto opuesto desfavorable. El ratio
linfocitos/monocitos (RLM) determinado al diagnéstico podria ser un factor prondstico
en pacientes con LBDCG(29)(30). Wilcox et al describieron un indice que incluyo
ambas variables que estratificaba a los pacientes en 3 grupos: bajo riesgo (RAM
<630/ml y RAL >1000/mL), riesgo intermedio (RAM 2630/ml o RAL <1000/mL) y alto
riesgo (RAM 2630/ml y RAL <1000/mL)(31).

e Recuento absoluto de neutrdfilos (RAN):

La neutrofilia favorece el desarrollo y progresion del cancer proporcionando un
adecuado ambiente para su crecimiento(32). Por tanto, se han investigado marcadores
inflamatorios como el RAN con potencial implicacién pronéstica. Adicionalmente, se ha
estudiado la ratio linfocitos/neutréfilos (RLN) al diagnéstico como factor prondstico
independiente en varios tipos de neoplasias(33). El RLN podria ser una herramienta
para comparar la respuesta inflamatoria producida por el tumor a la inmunidad del
huésped. En este contexto, se ha sugerido como factor prondstico en LBDCG tratado
con R-CHOP(34)(35).

e Recuento de plaquetas:

Por otra parte, se ha evaluado la correlacién del recuento de plaquetas al diagnéstico
con el prondstico de pacientes con LBDCG tratados con R-CHOP(36). Chen et al
establecieron la trombopenia en <150000/mm?® y confirmaron, en pacientes con

plaquetas <150000/mm?3, una SG al afio y 3 afios de 80,2% y 16,7%, respectivamente.
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Esta supervivencia fue significativamente menor que la SG al afio y 3 afos de los

pacientes con 2150000/mm?3, 90,2% y 75,6%, respectivamente.

¢ Recuento de hemoglobina:

La anemia se ha asociado comunmente con cancer y particularmente con linfomas,
incluso en aquellos pacientes que no han recibido quimioterapia o en ausencia de
infiltracion de medula 6sea(37). La patogénesis de la anemia asociada al cancer es
multifactorial e incluye disfuncién medular(38), problemas con la reutilizacion del
hierro(39) o una inadecuada respuesta a la eritropoyetina(40). El R-IPl o NCCN-IPI no
incluyé los niveles de hemoglobina como parte del indice, por lo que Troppan et al
analizaron el nivel de hemoglobina al diagndstico y confirmaron su papel como factor

prondstico independiente en LBDCG(41).

e Amplitud de la distribucion eritrocitaria (RDW)

El RDW es una marcador facilmente obtenible que se relaciona con la respuesta
inflamatoria sistémica involucrada en numerosas condiciones fisiopatoldgicas
incluyendo enfermedades cardiovasculares o inflamacién progresiva(42)(43).
Asimismo, tradicionamente se ha utilizado en el diagndstico diferencial de la
anemia(44). Recientemente, se ha visto que el RDW podria jugar un papel en la
carcinogénesis y en la progresion tumoral(45). A pesar de que los mecanismos que
subyacen en la relacion entre el RDW y la supervivencia o actividad de la enfermedad
esta controvertida, se ha asociado con una variedad de marcadores inflamatorios
como la proteina C reactiva, tasa de sedimentacion eritrocitaria, interleukina-6,
receptor soluble de la transferrina y receptor soluble de la necrosis tumoral | y 11(46).
Varios estudios han confirmado que niveles elevados de RDW al diagndstico predicen

un pronostico desfavorable en pacientes con LBDCG(47).

5) Papel de la vitamina D

La vitamina D esta teniendo cada vez mas relevancia por su efecto en la diferenciacion
celular, proliferacion, angiogénesis y apoptosis(48)(49). Niveles bajos de vitamina D
circulante se han asociado con mayor riesgo de LNH(50). Asimismo, publicaciones
recientes sugieren que niveles bajos de vitamina D predicen un peor prondstico en
LNH(51). En una cohorte de 983 pacientes recientemente diagnosticados de LNH, el
44% presentaban deficiencia de vitamina D [niveles de 25-hidroxivitamina D <25

ng/mL] con los niveles medidos en los primeros 120 dias desde el diagnéstico(51).
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Tras ajustarlo por el IPI y el tratamiento recibido, los pacientes con insuficiencia de
vitamina D presentaron una peor SLE (hazard ratio (HR) 1,41) y SG (HR 1,99). Se
observaron resultados similares en otro estudio que incluyd 359 pacientes
diagnosticados de LBDCG en el que la deficiencia de vitamina D predijo una peor
supervivencia en aquellos tratados con R-CHOP. In vitro, los resultados sugirieron una
menor toxicidad celular mediada por Rituximab con niveles bajos de vitamina D(52).
Estos resultados observacionales sugieren que la reposicion de vitamina D podria

contrarrestar el peor prondstico en los pacientes con esta insuficiencia.

6) Papel de las pruebas de imagen:

La enfermedad voluminosa por tomografia computarizada (TC), con un diametro del
tumor maximo de 10 cm, ha demostrado predecir un peor prondstico tanto en
pacientes tratados con CHOP como con R-CHOP. Esta caracteristica se objetivo de
forma mas significativa en el ensayo MINT, que preferentemente incluyd pacientes
jovenes con enfermedad mas favorable(53). La PET combinada con TC es claramente
superior a la TC exclusivamente. Por todo ello, la evaluacion de la masa voluminosa y
la actividad metabdlica podrian tener un efecto prondstico adicional en el estadiaje.
Asimismo, se esta estudiando el volumen metabdlico tumoral (VMT) y el valor
estandarizado de captacion maximo (SUVmax) medidos por PET como marcadores de
masa tumoral y agresividad. De hecho, varios estudios han demostrado que el VMT
podria tener mas significacion prondstica que el estadio AA e incluso ser un factor
prondstico independiente por encima del IP1(54)(55). Por otra parte, el SUVmax, se ha
correlacionado en pequefas series con peor ECOG PS y niveles mas altos de Ki-67 y
con quimio-refractariedad de forma independiente al IPI(56). En un analisis posterior
del ensayo GOYA publicado recientemente (n=1346)(57), niveles altos de VMT pero
no el SUVmMax se correlacionaron con un peor prondéstico de forma independiente a la

célula origen y al IPI(58).

7) Eactores moleculares y traslacionales conocidos:

1) Genética:

o Perfiles expresion génica:
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ElI LBDCG presenta una heterogeneidad en cuanto a su patogénesis molecular(59). El
analisis de los perfiles de expresion génica reveld la existencia de al menos 3 subtipos

moleculares distintos que difieren en la expresién de miles de genes(60):

e CG
e ABC

e Linfoma primario mediastinico

Estos subtipos no sélo difieren en la expresién génica sino también en que dependen
de diferentes vias oncogénicas. Asimismo, presentan diferentes tasas de
supervivencia con el tratamiento estandar de primera linea(24). Mientras que el
subtipo CG responde favorablemente al esquema R-CHOP, mas del 50% de los
pacientes con subtipo ABC recaeran. Esto conlleva a la necesidad de nuevas
estrategias terapéuticas para mejorar el prondstico de este grupo de pacientes y esto
Unicamente se puede conseguir con un mejor conocimiento de los mecanismos

moleculares subyacentes que conducen a la linfomagénesis.

El subtipo CG se origina de la célula B centrogerminal(60). En consecuencia, estos
linfomas expresan genes como el BCL6 o LMO2 que se expresan por células B
centrogerminales normales. Varias vias oncogénicas estan desreguladas en el subtipo
CG y contribuyen a la patogénesis molecular de esta entidad. En aproximadamente
45% de los casos se detecta la translocacion t(14;18) yuxtaponiendo el gen BL2 y el
locus IgH. Esto conlleva un aumento de la actividad de la proteina antiapoptética
BCL2. Otra caracteristica del subtipo CG es la desregulacion de PTEN mediante la via
de sefalizacion PI3K(24). Otro mecanismo de desregulacion de PTEN, que ocurre en
15% de los casos, es la amplificacion del locus miR-17-92 que conlleva a su
supresion(61). Asimismo, el subtipo CG se caracteriza por la ganancia o amplificacion
de MDM2, un regulador negativo del gen supresor de tumor p53, asi como las

deleciones de otros genes supresores de tumores como el TP73 e ING1.

El subtipo ABC deriva de las células B que estan en proceso de diferenciarse a células
plasmaticas. Se caracteriza por anormalidades genéticas adicionales que juegan un
importante papel en su patogénesis. El locus INKa/ARF supresor de tumor esta
inactivado en el 30% de los casos. Otra caracteristica es la ganancia o amplificacion
de 189 que se asocia con la sobreexpresion de la proteina antiapoptética BCL2.
Ademas, la trisomia 3 se detecta frecuentemente en este subtipo y FOXP1 emerge
como un potencial target de esta trisomia. Otra caracteristica genética del subtipo ABC

es la activacion constitutiva de la via de sefializacion del BCR y como consecuencia de
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NF-kB que promueve la supervivencia y proliferacion celular e inhibe la apoptosis
(Figura 2).

Figura 2: Vias oncogénicas del subtipo CGy ABC
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practica clinica es poco factible, por lo que se han generado varios algoritmos de
inmunohistoquimica (IHQ) para predecir la célula de origen. Estos algoritmos emplean
diferentes anticuerpos contra proteinas relacionadas con las células CG o ABC en los
que es preciso especificar el porcentaje estimado de células positivas para cada
marcador analizado. Los mayormente empleados son los reportados por Hans et
al(62) y Choi et al(63), que se han correlacionado favorablemente con los perfiles de
expresion génica y han demostrado diferencias en cuanto a supervivencia entre los
diferentes grupos (Figura 3)(8)(64)(65).

Se han generado otros algoritmos como el de Muris(66), Nyman(67) o Natkunam con
el uso de un unico marcador LMO2(68) (Figura 4). De todos estos algoritmos el de
Choi fue el que presentd la mayor concordancia con los perfiles de expresion génica
(87%). El algoritmo de Hans también presenté una alta concordancia (86%). El de
Nyman y Muris, a pesar de tener una alta concordancia, tenian poca sensibilidad o
especificidad (el de Nyman presenté una sensibilidad de sélo un 67% y el de Muris
una especificidad del 54%). El uso unico del LMO2 presenté la peor concordancia
(74%). La mayoria de los estos algoritmos usan anticuerpos para la identificacion de
expresion de proteinas tanto para el subtipo CG como ABC. Dado que la
determinacion del subtipo dependia del orden de examinacion, se generé un nuevo

método llamado Tally, con marcadores de CG (GCET1 y CD10) versus marcadores de
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ABC (MUM1 y FOXP1). El mayor numero de marcadores positivos era el que
determinaba el subtipo. Se empled un quinto anticuerpo (LMO2) para determinar el
inmunofenotipo (positividad indicaba CG) si ambos grupos presentaban el mismo
numero de marcadores positivos. Con el empleo de este algoritmo, todos los
marcadores se consideraron relevantes independientemente del orden, lo cual obtuvo

la concordancia mas alta (93%).

Figura 3: SLP y SG segun IHQ y perfiles expresiéon génica
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A: SLP con IHQ para CG y ABC. B: SG con IHQ para CG y ABC. C: SLP con perfiles de expresion génica para CG y
ABC. D: SG con perfiles de expresion génica para CG y ABC.

Figura 4: Distintos algoritmos por inmunohistoquimica(69)
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Sin embargo, en un estudio reciente en el que se llevé a cabo un analisis genético por

secuenciacion masiva de 304 muestras de LBDCG, se identificaron alteraciones de

baja frecuencia, mutaciones, alteraciones somaticas y variantes estructurales que

definieron distintas firmas en estos pacientes(70). Se integraron estas alteraciones

genéticas usando distintos clusters y se identificaron 5 clusters robustos incluyendo un

subtipo ABC de bajo riesgo extrafolicular/zona marginal previamente no conocido, 2

subtipos de CG con diferente pronéstico y alteraciones y un grupo independiente del
ABC/CG con inactivacion bialélica de TP53, pérdida de CDKN2A e inestabilidad

gendmica (Figura 5).

Figura 5: Alteraciones asociadas a los diferentes clusters

|
Cluster 1

Cluster 2
B2M 4q21.22 17p 69
BCL6 13931.3 1p31.1 11q TP53 3p21.31 2p16.1 328
GRS 8qe4.22 17q24.3 219 11p  6p
TNFAIP3

Cluster 5
KMT2D CARD11  CD83 MYD88 TBL1XR1 G25.1 CD79B
BecL2 SCK % BTGI 19p132 PIMi 199  3q 189 HLA-A
18p ETV6

q<0.1 n > 3 clonal-subclonal pairs, g > 0.1

Esta nueva caracterizacion, podria predecir el prondstico de forma mas precisa y con

ello definirse distintas estrategias terapéuticas con nuevas combinaciones de forma

mas dirigida.
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Recientemente también, se ha generado un panel de 45 genes centrado en
componentes del microambiente (células mesenquimales, dendriticas y células T) y
que es aplicable para muestras de tejido en parafina con la plataforma NanoString(71).
Con esto, se estratifican los pacientes incluidos en 3 subgrupos que difieren
significativamente en términos de SLP y SG (Figura 6). Estos resultados se
reprodujeron en una plataforma de NanoString diferente en la que el panel integraba
los resultados de Lymph2Cx, un panel de 20 genes que reprodujo los resultados de los
perfiles de expresion génica usando ARN mensajero (ARNm) extraido de tejidos en

parafina, y que ofrecié un indice que se podia aplicar a cada nuevo paciente(72).

Figura 6: Categorias prondésticas basadas en la célula de origen y el

microambiente
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o Otros oncogenes:

En los ultimos afios, otros marcadores citogenéticos han demostrado un impacto en el
prondstico tales como la translocacion que incluye al oncogen MYC, presente en 5-
10% de los casos de LBDCG(73)(74). Otros linfomas con translocacion de MYC, como
el linfoma de Burkitt, tiene una alta tasa de proliferacion, curso clinico agresivo y se
beneficia de terapias mas intensivas, en cambio, no disponemos de estudios
aleatorizados que sugieran que los LBDCG MYC+ se beneficien de terapias mas

intensivas(75).

El prondstico adverso de esta translocacion aumenta con el reordenamiento de BCL2

y/o menos frecuentemente BCL6 (76—78) que conlleva a una respuesta pobre al
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tratamiento (Figura 7). Concretamente, el 53% de los pacientes con la translocacion
MYC tienen de forma concomitante la translocacion de BCL2 y/o BCL6. Dentro de los
linfomas de alto grado establecidos por la WHO 2016, el 60% presentan la
translocacion MYC y BCL2, el 20% MYC y BCL6 (llamados doble hit, DH) y el 20%
restante presentan translocacion de los 3 genes, triple hit(79). Los datos del proyecto
Lunenburg indican que la supervivencia de ambos DH o triple hits son similares y que
todos presentan una peor SLP y SG en comparacién con pacientes sin
translocacion(80). En cambio, se ha sugerido que los LBDCG con translocacion de
BCL2/MYC son biolégicamente distintos a BCL6/MYC(79)(81). Desde el punto de vista
del tratamiento, se confirmd que la SG y SLP a los 5 afos con R-CHOP fue
unicamente del 27% y 18%, respectivamente(82). Por tanto, es evidente que este
tratamiento puede ser insuficiente para estos pacientes. El grupo del MD Anderson
observd en 129 pacientes que se obtenian tasas de RC mas altas, SLP y SG con el
esquema R-DA-EPOCH que con R-CHOP(78). Asimismo, en un meta-analisis de 394
pacientes con 11 estudios(83), la primera linea con R-DAEPOCH disminuyo
significativamente el riesgo de progresion aunque no tuvo beneficio desde el punto de

vista de supervivencia.

Adicionalmente hay evidencia de que la coexpresidon mediante inmunohistoquimica de
C-MYC y BCL2 en casos de LBDCG (C-MYC 240% y BCL2 270%) identifica un
subgrupo de LBDCG de conducta clinica especialmente agresiva (Figura 7)(82)(84)
(85). Aproximadamente el 20% de los pacientes con LBDCG presentan la coexpresion.
ElI LBDCG doble expresor (DE) es mas comun en el subtipo ABC (33-46% ABC versus
17% CG), a pesar de que en dos estudios la significacion prondstica del DE fue mas
marcada en el subtipo CG(86)(87). Una serie retrospectiva ha postulado recientemente
que las diferencias prondsticas entre los subtipos ABC y CG se explican por el mayor
numero de DE en el subtipo ABC(85).

El estudio IHQ del LBDCG DE es simple y robusto como marcador pronéstico y se
podria considerar como parte de la practica clinica. Sin embargo, es un reto desde el
punto de vista histolégico dado que no hay un consenso en su medicién entre los
diferentes estudios, hay discordancias inter-observador y hay diferencias en cuanto a
los procedimientos de distintos laboratorios. En cualquier caso, no existen estudios
prospectivos aleatorizados que confirmen que este subgrupo de pacientes se pueda

beneficiar de otros tratamientos distintos al R-CHOP(88).

Figura 7: SG segun doble-hit o doble expresor(82)
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2) Epigenética:

o MicroRNAs (miRNAs):

a) miRNAs en la patogénesis del LBDCG

Los miRNAs son ARN no codificante de 19-24 nucleétidos que regulan la expresion de
genes inactivando su ARNmM(89). Estudios previos han demostrado que ciertos
mMiRNAs desempefian un papel importante en la regulacion de la expresion génica y
que se encuentran desregulados en distintos canceres humanos. Los genes que
codifican para miRNAs estan frecuentemente situados en regiones gendmicas
tipicamente asociadas con cancer(90). En 2002, Calin et al identificaron por primera
vez, una asociacion directa entre la de-regulacién de la expresion del miR-15 y miR-16
y el desarrollo de leucemia linfatica cronica(91). Tras estos hallazgos, se han
identificado otro muchos miRNAs que participan en el desarrollo del cancer en varios
tipos de tumores(92). Adicionalmente, varios grupos de investigacion han explorado la
aplicacion clinica potencial de los miRNAs como herramienta diagndstica y terapéutica

para pacientes con cancer(93-95).

Los miRNA estan jugando en la actualidad una papel importante en la expresion
proteica y, por tanto, en la diferenciacion de la célula B y la oncogénesis en varios

tipos de linfoma(96-98). Concretamente, se han identificado miRNAs involucrados en
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la hematopoyesis y linfomagénesis del LBDCG(89)(99). El entendimiento de su funcion
biolégica exacta continua siendo un reto en este campo, dado que un miRNA puede
influir en multiples miRNAs y viceversa, multiples miRNAs pueden influir en la misma
molécula de este miRNA, siendo muy compleja la predicciéon de los multiples efectos

de un miRNA en concreto(100).

A pesar de ello, los efectos de determinados miRNAs en la patogénesis del LBDCG
estan bien caracterizados. Kim et al demostraron que el miR-125a y el miR-125b
activaban la via del NF-kB, una de las vias mas de-reguladas en la patogénesis del
LBDCG. Concretamente, observaron que estos miRNAs estaban sobreexpresados en
LBDCG y que eran targets del TNFAIP3, un regulador negativo de la via NF-kB, con la

consecuente potenciacion de la sefializacion de esta via(101).

El cluster miR-17-92, que codifica 6 diferentes mMiRNAs, esta localizado en el
cromosoma 13g31-q32, una region frecuentemente amplificada en el subtipo CG. Este
cluster de miRNAs contribuye a la supervivencia de células B progenitoras, y por tanto,

aumenta la linfomagénesis reprimiendo los genes antiapoptoticos(102) (Tabla 1).

El miR-155, uno de los miRNAs mas estudiados, se acumula entre 10 a 30 veces mas
en distintos linfomas B en comparacion con las células B normales. Ademas, los

niveles de expresion del miR-155 son mas altos en el subtipo ABC que en el CG(103).

El miR-34, un miRNA pro-apoptético y supresor de crecimiento, ejecuta esta funcion
mediante la via del TP53(104). Otro efecto supresor de tumor de este miRNA es la de-

regulacion de su target FOXP1, bloqueando la proliferacion de LBDCG(105).

Tabla 1: miRNAs asociados a la linfomagénesis(89)
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Table 1. microRNAs associated with lymphomagenesis.

microRNA Target Method Notes References
Pathogenesis
miR-125a b TNFAIP3 (A20) qPCR Overexpression in DLBCL 31
miR-17-92 3233
miR-155 TP53INP1, HGAL, Overexpression in DLBCL, in ABC higher than a 34-41
PIK3R1,SMADS in GCB, initiation of ALL and/or high grade lymphom
miR-34 FOXP1 Tumour-suppressive 4243
Diagnosis
miR-125b - Microarray Up regulated in DLBCL 25
miR-155 - Microarray, gPCR Up regulated in DLBCL, lost in Burkitt lymphoma, in 25,27, 28,
ABC higher than in GCB, expression in serum up regulated 48-50, 53
miR-221 - Microarray, gPCR Overexpression in ABC 49
miR-21 - qPCR Overexpression in ABC, expression in 49,53,55
serum up regulated, up regulated in CSF
miR17-92 - Microarray, gPCR Overexpression in ABC 48
miR-210 - qPCR Expression in serum up regulated 53
miR15a - gqPCR Expression in serum up regulated 54
miR16-1 - qPCR Expression in serum up regulated 54
miR-29¢ - gqPCR Expression in serum up regulated 54
miR-34a - qPCR Expression in serum down regulated 54
miR-19 - qPCR Up regulated in CSF 55
miR-92a - gqPCR Up regulated in CSF 55
Prognosis
miR-21 - Microarray, gPCR High levels correlate with better OS 49
miR-155 - No prognostic impact 4956
miR-18a - gqPCR High levels correlate with better OS 57
miR-181a - qPCR High levels correlate with better OS 57
miR-222 - qPCR High levels correlate with better OS 57
Therapy
miR-155 SHIP1 qPCR Withdrawing leads to tumour repression 59
miR-15a Cyclin D1 qPCR Reinduce apoptosis 60
miR-16 Cyclin D1 qPCR Reinduce apoptosis 60

TNFAIP3: Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3; gPCR: quantitative real-time polymerase chain reaction; DLBCL: Diffuse large B-cell
lymphoma; TP53INP1: Tumor protein p53-inducible nuclear protein 1; HGAL: human germinal-center associated lymphoma; PIK3RI:
phosphatidylinositol 3-kinase; SMADS: Mothers against decapentaplegic homolog 5; ABC: activated B-cell like; GCB: germinal center B-cell; ALL:
acute lymphocytic leukemia; FOXP1: Forkhead box protein P1; CSF: cerebrospinal fluid; OS: overall survival; SHIP1: src homology 2 containing
inositol 5-phosphatase.

b) MiRNAs en el diagnéstico de LBDCG

Hoy en dia, el diagndstico de LBDCG es histolégico suplementado por la IHQ y si
estan disponibles, los perfiles de expresion génica(106). La adicion de los miRNAs en
el diagnostico de los linfomas, podria representar una importante herramienta en el
futuro. Un punto de gran relevancia es la diferenciacion entre tejido linfatico normal y la
presencia de neoplasia linfoide. Lawrie et al identificaron 40 miRNAs diferencialmente
regulados en muestras de linfomas B en comparacion con muestras de linfocitos B
normales(107). Usando los 20 miRNAs mas de-regulados, pudieron predecir la
naturaleza maligna de las muestras con una tasa de éxito del 99%. Estos miRNAs

incluian el miR-125b y miR-155, que estaban sobre-expresados en LBDCG(107).

Asimismo, se han hecho esfuerzos para diferenciar los distintos tipos de linfoma. Di
Lisio et al propusieron un modelo de 128 miRNAs que discriminaba varias neoplasias
linfoides, incluyendo el linfoma Burkitt, leucemia linfatica crénica, LBDCG, linfoma
folicular, linfoma de la zona marginal y linfoma del manto. Para la diferenciacion entre
linfoma Burkitt y LBDCG, una firma de 19 miRNAs incluyendo el miR-155, fue

suficiente para discriminar estas entidades con una exactitud del 93%(97).
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Como ya hemos comentado con anterioridad, mediante la IHQ y los perfiles de
expresion génica, se pueden determinar los 2 subtipos, CG y ABC(62)(108). Estudios
recientes van encaminados a diferenciar estos subtipos mediante los
miRNAs(107)(109). En 2007, Lawrie et al realizaron un analisis de microarrays de 225
miRNAs en 4 lineas diferentes de LBDCG(110) y fueron capaces de identificar miR-
155, miR-221 y miR-21 teniendo alta expresion en el subtipo ABC en comparacién con
el CG.

En la mayoria de estudios, se emplearon muestras de tumor congeladas, teniendo en
cuenta que en la practica clinica las muestras en parafina son las mayormente
empleadas. Por este motivo, Culpin et al demostraron la igualdad de los resultados

con ambas muestras en relacién a la medicién de la expresion de los miRNAs(111).

¢) MIRNAs en el pronéstico de LBDCG

Los estudios sugieren que los miRNAs ademas de su uso en la mejora del diagnéstico
tiene un potencial prondstico para pacientes con cancer. El miR-21, establecido como
diferenciador entre los subtipos ABC y CG, también juega un papel como marcador
prondstico(110). Niveles elevados de este miRNA se asociaron con SLP prolongadas
en pacientes con LBDCG(110). Alencar et al identificaron 3 (miR-18a, miR-181a y
miR-222) de 11 miRNAs como factores pronésticos independientes en LBDCG(112).
Este grupo integré estos miRNAs en un modelo combinado incluyendo el IPI y un
indice con 6 genes predictores de mortalidad y demostro el poder predictivo de estos
miRNAs en la SG y en la SLP(112). Montes Moreno et crearon un modelo predictivo
para una serie de descubrimiento de 36 pacientes empleando un microarray para
identificar los miRNAs diferencialmente expresados basado en la SG(113). Se
correlacionaron 57 miRNAs positiva o negativamente con la SG aunque ninguno de
ellos pudo discriminar el subtipo ABC o CG. Asimismo, se testd un set de 9 miRNAs
en una serie de 240 pacientes. Se asociaron niveles bajos de expresion de estos 9
miRNAs con mejor SLP y SG. Este modelo combinado con el IPI identifico un grupo de

alto riesgo con una SLP y SG a los 2 afios <50%.

o Metilaciones y acetilaciones:
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Otras alteraciones epigenéticas que podrian tener un papel prondstico en LBDCG
serian las metilaciones(114). La metilacion del ADN es un marcador epigenético
asociado con el silenciamiento de genes(115) que ocurre predominantemente en el
nucledtido de la citosina cuando se encuentra adyacente a la guanina (CpG). El CpG
muestra un clustering en regiones gendmicas especificas. Estos clusters de alta
densidad de CpG se conocen como islas CpG y se encuentran frecuentemente en
regiones promotoras de genes(115). A pesar de que el mecanismo exacto esta todavia
por definir, hay evidencia de que esta metilacion proporciona un marcador de
‘memoria” del silenciamiento de genes mientras que el bloqueo de la transcripcion se
lleva a cabo por las modificaciones de histonas(116). El silenciamiento epigenético de
los genes supresores de tumores por este mecanismo se ha confirmado en numerosos
canceres incluyendo el LBDCG. De hecho, estudios genémicos recientes en pacientes
con LNH(117)(118) han relevado que modificadores epigenéticos incluyendo las
enzimas modificadoras de histonas y reguladores de la metilacion de ADN son los

genes mas frecuentemente mutados.
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Hipotesis y objetivos

37



HIPOTESIS

o Distintos marcadores tanto clinicos como biolégicos podrian tener un impacto
pronostico en una serie homogéneamente tratada con R-CHOP con o sin

radioterapia.

e Desde el punto de vista de los factores clinicos, ademas de los factores
pronosticos estandar en LBDCG, podrian tener un papel prondstico importante
los retrasos en la DIR y nuevas variables de facil obtencion como los
parametros del hemograma y variables de tipo inflamatorio. Combinando todos
aquellos factores con significacion independiente se podria mejorar la

estratificacion prondstica en LBDCG.

e Entre los factores prondsticos biologicos, distintos subtipos de miRNAs
asociados con el LBDCG podrian implicar prondstico diferencial y/o conferir

resistencia/sensibilidad al tratamiento estandar.

OBJETIVOS

e Analizar el valor pronéstico de la DIR en 2 cohortes de pacientes con LBDCG
tratados con R-CHOP21 o R-CHOP14 y evaluar el impacto diferencial con el

incremento de la dosis densidad.

e Evaluar y validar el TS en la era de Rituximab analizando su potencial papel
actual en LBDCG.

e Seleccionar variables facilmente obtenibles a partir de los parametros del
hemograma y valorar la posibilidad de combinar estas variables del
hemograma con las variables de los indices prondsticos en LBDCG (IPI, TS o
NCCN-IPI). Evaluar los cambios en el poder discriminativo de los indices

originales modificados con la adicién de estas variables.
¢ Analizar los distintos miRNAs implicados en la quimiosensibilidad/resistencia al
tratamiento y su correlacion con los factores prondsticos estandar al

diagnéstico.
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¢ Analizar el papel de los miRNAs como predictores de la SLE y SG en LBDCG

homogéneamente tratados.
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Material y métodos
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1. Dosis intensidad relativa:

Selecciéon de pacientes:

Se identificaron todos los pacientes diagnosticados de LBDCG entre 1999-2013
homogéneamente tratados con R-CHOP21 o R-CHOP14 con o sin radioterapia del
Hospital Universitario Son Espases (HUSE), Hospital Son LLatzer (HSLL) y Hospital
del Mar (HM). Los pacientes se identificaron desde el registro de Anatomia Patoldgica

para evitar sesgos de seleccion. Se excluyeron:

o Pacientes que recibieron regimenes mas o menos intensos, otras
consolidaciones o mantenimientos.

¢ Enfermedad médica o psiquiatrica grave

o Infiltracion del SNC

¢ Niveles de Bilirrubina >1,5 mg/dL

e Fraccion de eyeccion <50%

e DLCO<50%

Calculo de RDI y analisis estadistico:

Se determind la DIR de cada farmaco que conforma el esquema CHOP
(Ciclofosfamida, Adriamicina, Vincristina) mediante la proporcién entre el farmaco real
administrado y la dosis planeada durante el periodo de duracion del tratamiento (en
semanas). Posteriormente se realizé un promedio consistente en la suma de la DIR

de los 3 farmacos dividido entre 3.

La SG y la SLP se determinaron desde la fecha de diagnéstico y se estimaron de
acuerdo al método de Kaplan-Meier. Las comparaciones dentro de las distintas
variables de interés se realizaron con el test de Long-rank. El analisis multivariante
que incluyo las variables significativas del univariante y en caso necesario potenciales

confusores se realizé de acuerdo al modelo de regresion de Cox.

2. Validacion del TS:

Seleccién de pacientes:
Desde la base nacional de LBDCG del GELTAMO (n=2156) se seleccionaron de forma

retrospectiva aquellos pacientes que hubieran recibido tratamiento de primera con R-
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CHOP, que tuvieran todas las variables del IPl y TS disponibles y que tuvieran al

menos 1 afio de seguimiento (n=1327).

Analisis estadistico:

El principal objetivo fue la SLP, definida como el tiempo desde el diagnéstico hasta la
recaida (no obtencion de RC al finalizar la primera linea de tratamiento o progresion
temprana, recaida o muerte por cualquier causa). Dado que la evaluacion de la RC
podria diferir entre los hospitales participantes o el periodo de tiempo incluyendo los
criterios de Cheson o Lugano, se excluyeron los casos con un seguimiento menor de
12 meses para evitar sesgos de sensibilidad y especificidad relacionados con los
diferentes criterios de respuesta en términos de identificacion de progresion. La SG se
calcul6 desde la fecha del diagnostico hasta la muerte por cualquier causa. Tanto la
SLP como la SG se analizaron con el método de Kaplan-Meier y se compararon
usando el test de long-rank. Para el analisis univariante y multivariante se uso el
modelo de regresion de Cox. Las comparaciones entre los diferentes scores se

llevaron a cabo mediante el indice C.

Disefio de TS mejorado:

Para el desarrollo del TS mejorado, la serie se dividié de forma no aleatorizada en una
cohorte de descubrimiento y validacion representando un 85% (toda la serie
excluyendo los centros de la serie de validacion; n=1124) y 15% (HM, HUSE vy
Hospital Dr. Negrin; n=203), respectivamente. Para afinar en la identificacion de un
subgrupo de muy mal prondstico con las variables incluidas en el TS, se testo la
posibilidad de analizar una categorizacién adicional de las distintas variables incluidas
en el TS original (estadio AA, LDH y B2M), las dos ultimas con el empleo de
MAXSTAT, Cubic splines y minimizando los residuales de Martingale. Los sintomas B

o la masa voluminosa se incluyeron como binarias originales.

3. Inclusion de variables del hemograma en un nuevo indice

prondstico:

Pacientes y seleccion de muestras:
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Se identificaron pacientes diagnosticados de LBDCG desde los archivos de 20
hospitales de GELTAMO. Los pacientes fueron diagnosticados desde enero de 1998 a
julio 2014. Para este estudio, se seleccionaron pacientes homogéneamente tratados
con R-CHOP con o sin radioterapia, con un minimo de un afo de seguimiento y que
tuvieran disponibles las variables a estudio (variables del hemograma y B2M) (n=992).
Se excluyeron aquellos pacientes que recibieron tratamientos con intencién no
curativa, linfoma primario testicular y del SNC y aquellos que tuvieran datos no

disponibles.

Las principales caracteristicas clinicas en el momento del diagnéstico que se
recogieron fueron edad, sexo, estadio AA, LDH y B2M, sintomas B, masa voluminosa
(>10 cm) y ECOG PS. Adicionalmente se recogieron variables del hemograma: RAL,
RAM, RAN, RDW, plaquetas y hemoglobina. Todas las variables cuantitativas fueron

estandarizadas usando los valores de referencia de cada centro.

Se definié la RC como la desaparicion de todas las adenopatias y afectacion
extranodal mediante técnicas de imagen (TC en todos los casos y PET en algunos) y

si disponible mediante una biopsia.

Analisis estadistico:

El principal objetivo fue la SLP, definida como el tiempo desde el diagndstico hasta la
progresion (no obtencion de RC al finalizar la primera linea de tratamiento o progresion
temprana, recaida o muerte por cualquier causa). Dado que la evaluacion de la RC
podria diferir entre los hospitales participantes o el periodo de tiempo incluyendo los
criterios de Cheson o Lugano, se excluyeron los casos con un seguimiento menor de
12 meses para evitar sesgos de sensibilidad y especificidad relacionados con los
diferentes criterios de respuesta en términos de identificacion de progresion. La SG se
calcul6 desde la fecha del diagnostico hasta la muerte por cualquier causa. Tanto la
SLP como SG se analizaron con el método de Kaplan-Meier y se compararon usando
el test de Log-rank. Para el analisis univariante y multivariante se usé el modelo de

regresion de Cox.

Creacién de un nuevo indice:

Para generar el nuevo score, la serie global se dividié en una serie de descubrimiento

y de validacion con una proporcion de 79% (n=780) y 21% (n=212), respectivamente.
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La seleccion de las variables para incluirlas en el nuevo indice tuvo en cuenta los
valores del hemograma estandarizados usando los valores de referencia de cada
centro. Los puntos de corte 6ptimos se calcularon mediante MAXSTAT, usando Cubic
splines y minimizando los residuos de Martingale. Las comparaciones entre los

diferentes scores se llevaron a cabo mediante el indice C.

4. Papel prondstico de los miRNAs

Seleccion de pacientes:

Se revisaron todos los pacientes diagnosticados de LBDCG entre 1999-2013
homogéneamente tratados con R-CHOP con o sin radioterapia del HUSE, HSLL y
HM. Los pacientes se obtuvieron desde el registro de Anatomia Patoldgica para evitar
sesgos de seleccion. Se excluyeron:
e Aquellos pacientes que no tuvieran material genémico valido para este estudio
o datos clinicos relevantes.
e Aquellos pacientes que no hubieran recibido el tratamiento estandar basado en
R-CHOP +/- radioterapia.
e Agquellos pacientes que presentasen al diagnéstico enfermedades
concomitantes graves tanto médicas como psiquiatricas o alteraciones del

sistema nervioso central.

Diseino de estudio:

e Se seleccionaron los casos homogéneamente tratados con R-CHOP con o sin
radioterapia.
e Se obtuvieron los datos diagnodsticos y clinicos incluyendo el IPly TS.
e Se obtuvieron las muestras, se realizaron los cortes de tejido en parafina y
posteriormente se procedio a la extraccion de ARN.
e Se realizaron los microarrays de microRNAs. Para ello, se empled un kit de
miRNAs Affimetrix que incluy6 6631 dianas:
o 2578 miRNAs maduros
o 2025 pre-miRNAs
o 1996 Human snoRNA, CDBox RNA vy otros non
conding RNAs
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e Posteriormente se realizé6 un analisis bioinformatico de los microRNAs con
expresion diferencial en una serie de descubrimiento que incluyé 2 grupos
diferentes de pacientes desde el punto de vista pronéstico (remision completa
versus refractariedad o recaida precoz).

e Se procedid a la validacion de los microRNAs con expresion diferencial a
través de PCR cuantitativa en la serie global.

o Finalmente se realizé el analisis clinico-biolégico de datos.

Técnicas empleadas en el estudio:

e La extraccion de ARN a partir de tejido parafinado se llevd a cabo con Recover
All Total Nucleic Acid Isolation, kit AM1975.
e El analisis de miRNAs se realiz6 con el kit miRNA 4 de Affimetrix.

e La PCR cuantitativa se bas6 en sondas SyberGreen.

Analisis estadistico:

Se realizé un analisis univariante de la influencia de las diversas variables clinicas y
bioldgicas al diagndstico sobre la SG y SLE a través de comparaciéon de curvas de
supervivencia con el test Log Rank asi como el analisis multivariante de la influencia
de las diversas variables clinicas y biologicas al diagnéstico sobre la SG y SLE a
través de la Regresion de Cox. Para el contraste entre variables categoéricas se uso el
test exacto de Fisher o de Chi-cuadrado segun corresponda. Entre variables
categoricas y cuantitativas se emplearon los test no paramétricos U de Mann Whitney
o Kruskal-Wallis. Todas los valores de p reportados fueron a dos colas y la

significacion estadistica se definié como p<0,05.
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Resultados
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Dosis intensidad relativa (Anexo1)

Seleccién de pacientes y caracteristicas clinicas:

Se analizaron un total de 188 pacientes diagnosticados y tratados en HUSE. 73
pacientes fueron excluidos por diversos motivos: no habian recibido Rituximab (n=29),
habian recibido tratamiento de consolidacion adicional como trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos o Rituximab de mantenimiento (n=25), otros regimenes
con mayor o menos intensidad (n=9), traslado a otro centro (n=6), diagnosticados de
LBDCG por autopsia (n=2) y por otras razones (n=2). Se incluyeron 115 pacientes (74
en la cohorte de R-CHOP21 y 41 en la R-CHOP14). Se sigui6é el mismo proceso de
seleccioén tanto para el HSLL como para el HM con la inclusion de 24 y 18 pacientes,
respectivamente, con un total de 74 pacientes en la cohorte de R-CHOP21 y 83
pacientes en la de R-CHOP14. La Tabla 2 refleja que las 2 cohortes fueron similares
en la mayoria de caracteristicas clinicas salvo la edad, que fue mas joven en el grupo
de R-CHOP14.

Tabla 2: Caracteristicas generales de los pacientes:

R-CHOP21 R-CHOP14 p
(N=74) (N=83)
Edad 65 (25-88) 55 (15-79) 0,001
Sexo (M/F) 34 (46%) / 40 (54%) 51 (61%) /32 (39%) 0,056
ECOG PS >1 17 (23%) 18 (22%) 0,85
Estadio llI-IV 40 (54%) 48 (58%) 0,75
Sintomas B 25 (34%) 26 (31%) 0,86
Elevacion LDH 33 (46%) 40 (49%) 0,75
Localizacién extranodal >1 8 (11%) 19 (23%) 0,057
Masa voluminosa 23 (31%) 34 (41%) 0,24
alPI >1 31 (42%) 31 (38%) 0,63
R-IPI desfavorable 24 (32%) 26 (32%) 1
NCCN-IPI
Bajo 9 (13%) 17 (21%)
Bajo-Intermedio 27 (39%) 35 (44%) 0,31
Intermedio-Alto 26 (38%) 24 (30%)
Alto 7 (10%) 4 (5%)
Elevacion B2M 32 (49%) 31 (39%) 0,24
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Radioterapia 27 (36%) 27 (32%) 0,62

Tratamiento y reducciones de dosis intensidad:

Las medianas del numero de ciclos de R-CHOP recibidos fueron de 6 en ambos
grupos (rango 1-8). Los pacientes del grupo de R-CHOP14 recibieron profilaxis
primaria con G-CSF mientras que el 41% de los pacientes del grupo de R-CHOP21
recibieron profilaxis secundaria. Unicamente se reservo la profilaxis primaria para el
28% de los pacientes que tuvieron mas de un 20% de riesgo de neutropenia febril
siguiendo las guias sobre el uso de G-CSF(119)(120). El 30% de los pacientes del
grupo de R-CHOP no necesitaron soporte con G-CSF. En ambos grupos, un 36% y
32% de los pacientes se consolidaron con radioterapia para R-CHOP21 y R-CHOP14,

respectivamente (p=0,62).

A pesar de estas diferencias en la politica de uso de G-CSF como profilaxis, la
mediana de reduccién de la DIR demostré una tendencia a ser mayor en la cohorte de
R-CHOP14: 9,2% versus 5,8% para R-CHOP21 (p=0,094). Sin embargo, el porcentaje
de pacientes con una reduccion en la DIR mayor del 15% fue similar entre ambos
grupos (34% and 31% para R-CHOP14 y R-CHOP21, respectivamente (p=0,74). Las
causas de una reduccion mayor del 15% en el grupo de R-CHOP14 (n=24) fueron:
complicaciones infecciosas en 14 pacientes (48%), toxicidad hematoldgica en 6 (21%),
edad y comorbilidades en 2 (7%), neurotoxicidad en 2 (7%), falta de adherencia o
problemas logisticos en 2 (7%) y otros en 2 (7%). Las causas de una reduccién mayor
del 15% en el grupo de R-CHOP21 (n=23) fueron: edad y comorbilidades en 12 (52%),
toxicidad hematoldgica en 4 (17%), complicaciones infecciosas en 2 (9%), mucositis
en 2 (9%), falta de adherencia en 1 (4%) y otras en 2 (9%).

Analisis de supervivencia entre ambos grupos:

Las tasas de respuesta global y RC fueron similares en ambos grupos: 86% y 76%
para R-CHOP21 y 94% y 74% para R-CHOP14 (p=0,017 y p=0,85, respectivamente).
Sin embargo, cuando consideramos unicamente aquellos pacientes con una reduccion
de DIR mayor del 15% (n=49), se observé una tasa de RC significativamente menor
en el grupo de R-CHOP21 en comparacion con la cohorte de R-CHOP14 (52% versus
82%, respectivamente; p=0,033).

La mediana de seguimiento de los pacientes vivos fue de 68 meses (4-156). Las

Tablas 3 a 5 muestran el analisis univariante y multivariante de los factores
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prondsticos que influyen en la SLP y SG. Si consideramos la serie global (Tabla 3), no

hubo diferencias entre las 2 cohortes en términos de SLP y SG (Figura 8). Una

reduccion mayor del 15% en la DIR fue el unico factor independientemente asociado a
peor SG (RR 2,63) y SLP (RR 2,42). La edad avanzada (RR 3,19) y el ECOG PS >1
(RR 2,25) también influyeron de forma independiente en la SG, y el R-IPI desfavorable
se asocio con peor SLP (RR 2,62).

Tabla 3: Factores prondstico que influyen en la SG y SLP en el grupo global

SG-5 ainos p SLP-5 aios p

Edad (afos):
0-60 86% (78-94) 0,001 80% (72-89) 0,047
>60 65% (54-77) 67% (55-79)

Sexo:
Masculino 78% (69-88) 0,58 75% (65-85) 0,9
Femenino 73% (62-84) 72% (61-84)

ECOG PS:
0-1 80% (73-88) 0,001 77% (69-85) 0,1
2-4 60% (44-76) 63% (45-81)

Estadio Ann Arbor:

-1l 79% (69-89) 0,33 86% (78-94) 0,006
-1v 74% (64-84) 64% (53-65)

Sintomas B:
No 83% (75-90) 0,008 81% (73-89) 0,008
Si 62% (48-76) 57% (42-73)

LDH:
Normal 84% (75-92) 0,15 80% (70-90) 0,057
Elevada 67% (56-78) 67% (56-79)

Localizacién extranodal:
0-1 78% (65-92) 0,47 75% (67-83) 0,47
>1 65% (46-83) 71% (53-89)

Masa voluminosa:
No 77% (68-85) 0,87 76% (67-85) 0,18
Si 75% (63-86) 70% (58-83)

B2M:
Normal 85% (77-93) 0,012 80% (71-89) 0,2
Elevada 70% (58-82) 71% (59-84)
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R-IPI: 0,011
Bajo-Intermedio 83% (76-91) 83% (75-90) 0,001
Alto 60% (46-74) 56% (40-71)
NCCN-IPI:
Bajo-Intermedio 78% (71-85) <0,001 75% (67-82) 0,010
Alto 34% (5-63) 48% (11-85)
Radioterapia:
Si 82% (71-93) 0,21 80% (69-91) 0,25
No 73% (64-82) 70% (61-80)
Reduccién DIR:
0-15% 83% (75-91) 0,002 82% (74-90) 0,001
>15% 62% (48-75) 57% (42-72)
Grupo de tratamiento:
R-CHOP14 80% (71-89) 0,45 76% (67-86) 0,51
R-CHOP21 70% (59-82) 70% (58-82)
Analisis multivariante
SG SLP
Parametros RR (IC 95%) p RR (IC 95%) p
Edad >60 afios 3,19 (1,56-6,53) | 0,002 - -
Reduccion DIR >15% 2,63 (1,32-5,26) | 0,006 2,42 (1,24-4,69) 0,009
ECOG PS >1 2,25 (1,12-4,5) 0,022 - -
R-IPI desfavorable - - 2,62 (1,35-5,09) 0,005
Tabla 4: Factores pronésticos que influyeron en la SGy SLP
R-CHOP14 R-CHOP21
SG-5 afios p SLP-5 afos p SG-5 afios p SLP-5 afos p
Edad:
0-60 afios 86% (76-96) | 0,057 | 80% (69-91) 0,2 86% 0,006 81% 0,17
>60 afios 71% (54-87) 70% (52-87) (70-100) (61-100)
62% (47-77) 64% (49-79)
Sexo:
Hombre 80% (69-91) 0,92 78% (66-90) 0,86 74% (57-92) 0,63 71% (55-87) 0,85
Muijer 80% (66-95) 74% (59-90) 67% (52-83) 70% (54-87)
ECOG PS:
0-1 84% (74-93) | 0,021 79% (69-89) 0,19 75% (62-89) 0,032 73% (55-90) 0,34
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2-4 67% (45-88) 66% (42-90) 53% (29-77) 61% (47-74)
Estadio:
[-11 85% (73-97) 0,09 | 91% (81-100) | 0,01 72% (56-87) 0,82 81% (54-100) 0,17
H-1v 76% (64-88) 65% (51-80) 68% (50-87) 60% (46-74)
Sintomas B:
No 91% (83-93) | <0,001 | 85% (75-95) | 0,005 | 72% (59-86) 0,88 76% (57-95) 0,39
Si 57% (38-76) 55% (34-76) 65% (43-88) 58% (34-81)
LDH:
Normal 90% (80-99) 0,24 84% (72-96) | 0,057 76% (61-91) 0,41 75% (59-91) 0,48
Elevada 69% (55-84) 70% (54-85) 62% (44-81) 64% (45-82)
Localizacién
extranodal:
0-1 85% (77-94) 0,14 78% (67-88) 0,27 70% (58-83) 0,73 70% (52-89) 0,48
>1 63% (41-85) 71% (49-92) 71% (38-100) 64% (45-82)
Masa voluminosa:
No 85% (75-95) 0,45 82% (71-94) | 0,049 | 67% (52-82) 0,65 68% (53-83) 0,95
Si 73% (58-88) 67% (50-84) 78% (61-95) 75% (56-94)
B2M:
Normal 83% (72-94) 0,38 78% (66-90) 0,46 89% (78-100) | 0,008 83% (70-97) 0,27
Elevada 77% (62-92) 74% (58-91) 61% (41-80) 65% (45-86)
R-IPI:
Bajo-
Intermedio | 87% (78-96) 0,18 85% (75-95) | 0,010 78% (65-91) | 0,023 81% (69-92) 0,022
Alto 65% (47-84) 60% (40-80) 55% (33-76) 49% (25-73)
NCCN-IPI:
Bajo- 82% (74-91) | <0,001 | 78% (68-87) | 0,014 72% (59-85) 0,059 70% (57-83) 0,18
Intermedio 25% (0-67) 50% (0-100) 38% (0-77) 44% (0-88)
Alto
Radioterapia:
Si 85% (72-98) 0,16 78% (62-93) 0,79 77% (60-95) 0,73 82% (65-98) | 0,18
No 78% (66-89) 75% (63-87) 66% (51-82) 64% (48-79)
Reduccion DIR:
0-15% 79% (68-90) 0,82 82% (71-93) 0,12 88% (77-98) | <0,001 | 82% (71-94) | <0,001
>15% 82% (67-96) 65% (47-84) 37% (27-48) 43% (19-67)

Figura 8: SG y SLP actuarial a 5 afios en las cohortes de R-CHOP21 y R-CHOP14

51




Overall survival (%)
8 8

e
1

o

R-CHOP14: 80% (71-89)

=

R-CHOP21: 70% (59-82)

P=

Progression-free survival (%)

0.45

T
50,00

T
15000

Months from diagnosis

104
ILL R-CHOP14: 76% (67-86)
034

Tl

R-CHOP21: 70% (58-82)

P=0.51

1 T
20000 000

T T
2000 4000

T T T
60,00 80,00 100.00
Months from diagnosis

T T
12000 140,00

En el grupo de R-CHOP21 (Tabla 4), tanto la reduccién de la DIR mayor del 15% (RR
7,41) como el R-IPI desfavorable (RR 2,99), fueron asociados independientemente con
peor SG. Para SLP unicamente la reduccion de la DIR mayor del 15% (RR 4,41) fue
asociado de forma independiente con peor SLP (Figura 9).

Tabla 5: Analisis multivariante

R-CHOP21
SG SLP
Parametros p RR (exp. B) Intervalo p RR (exp.B) | 1C 95%
confianza
(IC) 95%
Reduccion <0,001 7,41 2,51-21,83 | 0,001 4,41 1,77-10,99
DIR >15%
R-IPI 0,032 2,99 1,1-8,16 - - -
desfavorable
R-CHOP14
Parametros p RR (exp. B) IC 95% p RR (exp.B) | IC 95%
NCCN-IPI 0,005 7,09 1,83-27,42 - - -
alto
Sintomas B <0,001 5,37 2,11-13,7 - - -
Estadio AA - - - 0,004 6,26 1,77-22,13
Enfermedad - - - 0,005 4,05 1,54-10,67
bulky

Figura 9: Impacto diferencial de la reduccion de la DIR en las cohortes de R-

CHOP21 y R-CHOP14
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En cambio, en el grupo de R-CHOP14 el NCCN-IPI desfavorable (riesgo relativo (RR)
7,09) y la presencia de sintomas B (RR 5,37) se asociaron de forma independiente a
peor SG, y el estadio llI-IV (RR 6,26) y la masa voluminosa (RR 4,05) se relacionaron
independientemente con peor SLP. Las reducciones de la DIR no mostraron
diferencias estadisticamente significativas ni en SG ni en SLP en los pacientes
tratados con R-CHOP14. Sin embargo, hubo una tendencia hacia una mejor SLP en
aquellos pacientes con una reduccién de DIR menor del 15%. Esto sugiere que en el
grupo de R-CHOP14 es también un factor importante pero que presenta un margen

mas amplio de seguridad al contar con una mayor dosis-densidad (Figura 9).
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Validacion del TS:

Caracteristicas de los pacientes:

Las principales caracteristicas de los pacientes incluidos en este estudio (n=1327) se

resumen en la Tabla 6. En relacién al R-IPI, el 12%, 45% y 43% pertenecen a los

grupos de bajo, intermedio y alto riesgo, respectivamente. Considerando el TS original,

53% y 47% se clasificaron como bajo y alto riesgo.

Tabla 6: Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas Serie global Cohorte Cohorte p
(N=1327) descubrimiento | validacion
(N=1124) (N=203)
Edad:
- 18-60 afios 580 (44%) 489 (44%) 91 (45%) 0,76
- >60 afios 747 (56%) 635 (56%) 112 (55%)
Sexo:
- Masculino 658 (50%) 559 (50%) 99 (49%) 0,76
- Femenino 663 (50%) 559 (50%) 104 (51%)
LDH:
- Normal 611 (46%) 521 (46%) 90 (44%) 0,65
- Elevada 716 (54%) 603 (54%) 113 (56%)
Estadio:
- - 518 (39%) 442 (39%) 76 (37%) 0,64
- M-IV 809 (61%) 682 (61%) 127 (63%)
Localizacion
extranodal: 1087 (82%) 933 (83%) 154 (76%) | 0,017
- 041 238 (18%) 189 (17%) 49 (24%)
- >1
ECOG PS:
- 041 916 (70%) 785 (70%) 131 (66%) 0,27
- > 394 (30%) 328 (29%) 66 (33%)
Sintomas B:
- Si 504 (38%) 412 (37%) 92 (45%) 0,023
- No 823 (62%) 712 (63%) 111 (55%)
Masa voluminosa:
- Si 385 (29%) 319 (28%) 66 (32%) 0,24
- No 942 (71%) 805 (72%) 137 (67%)
B2M:
- Normal 657 (50%) 565 (50%) 92 (45%) 0,2
- Elevada 670 (50%) 559 (50%) 111 (55%)

Tasas de respuesta, SLP y SG teniendo en cuenta el TS en la era del Rituximab:
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En nuestra serie, 1080 (81%) obtuvieron RC a la primera linea de tratamiento. La

mediana de seguimiento fue de 59 meses (12-176). La SLP y la SG a los 5 afos
fueron del 62% (IC 95%: 59-64) y 74% (IC 95%: 72-77), respectivamente. Al ultimo
seguimiento, 338 (26%) habian recaido o progresado y 364 (27%) habian fallecido. En

el analisis de SLP y SG univariante y multivariante, todas las variables del TS original

obtuvieron un papel pronéstico independiente en nuestra serie, asi como todas las

variables del IPl excepto >1 afectacion extranodal (Tabla 7).

Tabla 7: Andlisis univariante y multivariante de las variables para SLP y SG

Analisis SLP-5 aios SG-5 aios
univariante (IC 95%) P (IC 95%) P
Edad:
_ 0-60 afios 67% (63-71) 81% (78-85)
_ >60 afios 57% (54-61) | 0001 | goo, (g572) | <0001
Sexo:
_ Masculino 58% (54-62) 0,006 71% (67-74) 0,01
- Femenino 66% (62-69) 78% (75-81)
LDH:
~ Normal 72% (6876) | 0001 | 84% (80-87) <0,001
_ Elevada 53% (49-56) : 66% (63-70)
Estadio:
BN 7% (7381) | 0001 | 86% (83-89) <0,001
TR, 52% (48-55) ’ 67% (63-70)
Afectacion
extranodat 65% (62-68) | o001 | 77% (7479) | <0001
o 46% (39-53) ’ 63% (56-69)
ECOG PS:
01 69% (6672) | 0001 | 81% (78-84) <0,001
- > 45% (40-50) : 58% (52-63)
Sintomas B:
S 47% (4262) | 0001 | 62% (58-67) <0,001
~ No 70% (67-74) ’ 81% (79-84)
Masa voluminosa:
. Si 53% (48-58) | _ 01 | 67%(62-72) <0,001
~ No 65% (62-68) ’ 77% (74-80)
B2M:
_ Elevada 52% (4866) | 0001 | 65% (61-69) <0,001
~ Normal 71% (67-75) ’ 83% (80-87)
Analisis SLP SG
multivariante HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P
Edad > 60 afios 122 (1,01-147) | a6 | 1,64(1,3-206) | <0,001
Estadio IlI-IV 175 (14219) | 1001 | 152(1,16-2) 0,002
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LDH elevada 129 (1,06-158) | o,y | 130(1,021,68) | 0,032
ECOG PS > 1 147 (1,22:4.78) | g 004 | 178 (142:222) | <0,001
Q)E?g[r?gldo;l g 1,00(0,88-136) | 44 | 1.07(083138) | 062
Sintomas B 128 (1,06-1.56) | 01p | 135 (107-171) | 0,01
Masa voluminosa 1,32 (1,1-1,59) 0,003 1,32 (1,06-1,64) 0,013
B2M elevada 123 (10148) | o oaa | 1:45(1,14-186) | 0,003

El TS revisado en la era del Rituximab (R-TS) sigue siendo un indice predictivo que
claramente identifica 4 grupos prondsticos diferentes en cuanto a SLP (86%, 71%,
50% y 28%) (Figura 10A y 10B) y a SG (93%, 83%, 64% y 40%) a los 5 afos. Se
objetiva un grupo de alto riesgo con un peor prondstico (SLP a los 5 afios de 28% y
mediana de SLP de unicamente 4 meses). Estas cifras contrastan favorablemente con
los grupos de alto riesgo del R-IPI y NCCN-IPI: SLP a los 5 afios de 47% y 38%,
respectivamente (Figura 10C y 10D); e igualan al del GELTAMO-IPI con una SLP a los
5 afos del 29%. Estos 4 grupos de riesgo del R-TS representaron 15%, 38%, 40% y
7% de nuestra serie, mientras que el grupo de alto riesgo del R-IPI, NCCN-IPI y
GELTAMO-IPI fueron del 45%, 8% y 14% en las series originales(10)(21).

En relacion a la respuesta, estos 4 grupos también demostraron una reduccién de las
tasas de RC desde el 95% en el grupo de bajo riesgo hasta un 47% en el grupo de alto
riesgo, en comparacion con las tasas de RC observadas en el grupo de alto riesgo del
IPI (70%), NCCN-IPI (62%) o GELTAMO-IPI (55%). Incluso considerando la SG, el R-
TS podria mejorar el grupo de alto riesgo con una SG a los 5 anos del 40% en
comparacion con el 60% del R-IPl'y 48% del NCCN-IPI e igualando al GELTAMO-IPI
(40%).

La comparaciéon del TS y otros indices prondsticos (IPl, NCCN-IPI o GELTAMO-IPI)
demostré un indice C similar en nuestra serie: 0,67 versus 0,66, 0,66 y 0,67,
respectivamente (p=NS). Sin embargo, el TS obtuvo una mejor discriminaciéon del
subgrupo de alto riesgo que el IPl y NCCN-IPI, tanto para SLP, SG como para la tasa
de RC.
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Figura 10: SLP con el uso de TS (10A), R-TS (10B), R-IPI (10C) y NCCN-IPI (10D)
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Supervivencia en relacion al TS mejorado:

En la serie de descubrimiento, las variables anteriormente mencionadas fueron
categorizadas en 3 categorias como muestran las Figuras 11A-11F: estadio AA (I, Il 'y
[lI-1V) (Figuras 11A y 11B), B2M normalizada (0-1,13; >1,13-2,43 y >2,43) (Figuras
11C y 11D) y LDH normalizada (0-0,82; 0,82-2,67 y >2,67) (Figura 11E y 11F). El
modelo obtenido en la serie de descubrimiento se confirmé en la serie de validacion
(Figura 12A y 12B).

Con estas modificaciones, el nuevo TS mejorado pudo identificar un grupo de alto
riesgo con una SLP a los 5 afos del 23% y 22%, respectivamente, en la serie de
descubrimiento y validacion. Los grupos bajo, intermedio-bajo e intermedio-alto tenian
una SLP a los 5 afios del 85%, 69% y 50%, respectivamente (Figura 12A y 12B).
Ademas, el grupo de alto riesgo del TS mejorado tiene una supervivencia muy pobre
en términos de SG con una supervivencia a los 5 afios del 35% y que también mejora

la identificaciéon del grupo de alto riesgo en comparacion con el R-IPI que presenta una
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SG a los 5 afos del 60% en el mismo grupo de pacientes. La comparacion del TS
mejorado y otros indices (IPl, TS y NCCN-IPIl) demostré6 una mejor discriminacion
medida con el indice C para SLP en nuestra serie: 0,67 versus 0,65 (p=0,026), 0,67
versus 0,65 (p<0,001) y 0,67 versus 0,64 (p=0,007), respectivamente.

Figura 11: TS original y con la categorizacion de las 3 variables en la serie de

descubrimiento: Estadio (11Ay 11B), LDH (11C y 11D) y B2M (11E y 11F)
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Figura 12: SLP con el empleo del TS mejorado en la serie de descubrimiento (12A) y
validacién (12B)
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Inclusion de las variables del hemograma en un nuevo indice
pronostico:

Caracteristicas de los pacientes y estudio univariante:

Se analizaron de forma retrospectiva un total de 992 pacientes. Las principales
caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 8. La mediana de edad al
diagnostico fue de 64 anos (rango 18-91) y la mediana de seguimiento fueron 55
meses (rango 12-185). Para la serie global, la tasa de respuestas globales fue del 90%
y la tasa de RC fue del 79%. La SLP y SG a los 5 afios fueron del 61% y 74%,
respectivamente. El analisis de supervivencia con los factores prondsticos clinicos
estandar y las nuevas variables a estudio se muestra en la Tabla 9. El RAL, RAM,
RLM, RDW, B2M vy el

significativamente con la SLP.

resto de las caracteristicas analizadas se asociaron

Tabla 8: Caracteristicas de los pacientes

Serie :
Grupo global | descubrimiento §er|e_ : p
(n=992) =780 validacion
(n=780) (n=212)
Mediana edad 64 (18-91) 64 (18-91) 64 (18-85) 1
(rango)
Sexo M/F (%) 498 (50%) / 406 (52%) / 92 (43%)/ 0,03
489 (50%) 370 (47%) 119 (56%)
ECOG-PS > 1 287 (30%) 232 (30%) 55 (26%) 0,27
Estadio IlI-IV 604 (61%) 480 (62%) 124 (58%) 0,38
Sintomas B 383 (39%) 305 (39%) 78 (37%) 0,63
LDH elevada 556 (58%) 448 (60%) 108 (53%) 0,11
Localizacion o o o
extrancdal > 1 179 (18%) 135 (17%) 44 (21%) 0,27
Masa voluminosa 297 (32%) 232 (31%) 65 (33%) 0,67
B2M elevada 440 (49%) 363 (52%) 77 (39%) 0,003

Tabla 9: Analisis de supervivencia incluyendo los factores pronésticos clinicos

estandar y las nuevas variables

SLP-5a p

SG-5a
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- 0-60 70% (65-74) 83% (82-83)
. >60-75 60% (55-65) | <0001 | 749, (69-79) | <0001
. 75 44% (36-52) 54% (45-61)
Sexo:
- Masculino | 63% (55-65) | 0,022 | 71% (67-75) | 0,03
- Femenino 59% (54-64) 77% (73-81)
ECOG-PS:
- 0- 0 R 0 :
E o 220709 | oo
. 34 339 (22-44) 43% (32-54)
Estadio AA:
- 74% (69-75) | <0,001 | 86% (86-86) | <0,001
TN, 529% (48-56) 66% (62-70)
Sintomas B:
- No 70% (70-71) | <0,001 | 82% (79-85) | <0,001
. si 45% (39-50) 60% (54-65)
LDH:
- 01 80% (73-85 84% (79-88
- >12 69% 562-76; <0001 | 700, 565-75; <0,001
. 2 529% (48-56) 61% (54-68)
Localizacion
extranodal 64% (60-67) | <0,001 | 77% (73-79) | <0,001
e 44% (36-52) 61% (60-62)
Masa voluminosa:
- No 63% (63-64) | <0,001 | 76% (72-79) | 0,019
Y 52% (51-53) 69% (63-75)
B2M:
- Normal 71% (66-75) | <0,001 | 85% (81-88) | <0,001
- Elevada 52% (47-57) 64% (59-68)
RLM:
. 5225 71% (66-74) | <0,001 | 80% (77-84) | <0,001
. 0225 50% (45-55) 67% (62-71)
RAL: .
- 1A 69% (65-73) | <0,001 ggof’ (gg'gg) <0,001
~< 51% (46-56) 6 (63-72)
RAM:
- 0-0,79 66% (65-66) | <0,001 | 77% (74-81) | <0,001
. 50,79 51% (45-57) 67% (49-84)
RDW:
- 0-0,96 69% (65-73) | <0,001 | 80% (76-84) | <0,001
. >0,9 50% (44-54) 65% (60-70)
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Hemog:\?bina:l 68% (63-72) 81% (77-85)

- Norma b (63- L (77-

- Pordebajo | 54% (49-59) | <0901 | 679 (62-71) | <000
de lo normal

Generacion del nuevo modelo prondstico:

Tras dividir la serie en las cohortes de descubrimiento y validacion, se obtuvieron 2
grupos de pacientes con similares caracteristicas clinicas (Tabla 8). Sin embargo, la
serie de descubrimiento tenia mas varones y mas pacientes con B2M elevada de

forma significativa.

Los puntos de corte 6ptimos de las variables cuantitativas se determinaron con el
método de MAXSTAT: RAL 1,1; RAM 0,79; RLM 2,25; RDW 0,96; hemoglobina 1,01;
ratio LDH 1y 1,96; edad 60 y 75y B2M 1,04 (Figura 13).
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Figura 13: Puntos de cortes de las variables cuantitativas
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En el estudio multivariante, la edad, ECOG PS pobre, estadio IlI-IV, masa voluminosa,
B2M elevada, RLM <2,25 y RDW >0,96 fueron los factores prondsticos independientes
para una peor SLP. Para el disefio del nuevo modelo para predecir la SLP se
emplearon estas 7 variables con significacion independiente. EI modelo se puntué de
la siguiente forma (Tabla 10): Edad, 0, 1 y 2 puntos; ECOG PS, 0 y 2 puntos; estadio
AA 1I-IV, masa voluminosa, B2M elevada, RLM <2,25 y RDW >0,96; 0 o 1 punto cada
uno. Con la suma de todas las puntuaciones de cada variable se obtuvo una
puntuacion de 0 a 9. Se crearon 4 grupos de riesgo en funcién de la forma generada
con las curvas de Kaplan-Meier para SLP: Bajo riesgo (0 puntos), bajo-intermedio (1-
3), intermedio-alto (4-6) y alto riesgo (7-9). Este indice prondstico fue validado con la

cohorte de validacion (Figura 14).
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Tabla 10: Generacion del nuevo indice considerando las variables

independientes del analisis multivariante para SLP en la serie de descubrimiento

Nuevo indice HR (IC 95%) o] Puntos

Edad:

<60 afios - - 0

60-75 afos 1,36 (1,01-1,83) 0,045 1

>75 afios 2,09 (1,51-2,9) <0,001 2
ECOG-PS:

0-2 - - 0

3-4 2,34 (1,63-3,38) <0,001 2
Estadio llI-IV 1,48 (1,1-2) 0,011 1
Masa voluminosa 1,55 (1,2-2) 0,001 1
B2M alta 1,44 (1,1-1,9) 0,009 1
RLM <2,25 1,39 (1,07-1,8) 0,013 1
Ratio RDW >0,96 1,39 (1,07-1,8) 0,014 1

Figura 14: Cohorte de descubrimiento y validacion
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Comparacioén del nuevo indice con los indices ya reportados:
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El nuevo indice mostr6 mejor discriminacion que el IPI tanto para SLP como SG
(Figura 15). Con este nuevo modelo, el grupo de peor prondstico (alto) presenté una
SLP a los 5 afos del 19% y una SG a los 5 afos del 24% a diferencia del R-IPIl con
45% y 59%, respectivamente. Asimismo, se observd una mejor discriminacion del
grupo de alto riesgo con el nuevo indice en comparacion con los otros previamente
descritos como el TS, NCCN-IPl y GELTAMO-IPI(10)(21) (22), con una SLP y SG a los
5 anos del 32%, 38%, 29% y 45%, 46%, 40%, respectivamente.

El nuevo indice demostré6 una mayor capacidad discriminativa que el IPI para SLP
(indice C, 0,69 para el nuevo modelo versus 0,65 para el IPI, p=0,002) y SG (indice C,
0,73 para el nuevo modelo versus 0,67 para IPI, p=0,018).

Figura 15: Comparacion del nuevo modelo con R-IPI
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Papel pronoéstico de los miRNAs en el LBDCG

Caracteristicas de los pacientes:

Se extrajeron de forma retrospectiva los datos diagndsticos y clinicos de 156 pacientes

tratados de forma homogénea con R-CHOP con o sin radioterapia procedentes de
nuestro centro (N=113), HSLL (N=25) y HM (N=18). Las caracteristicas de los

pacientes se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11: Caracteristicas generales de los pacientes

N=156

Mediana de edad (rango) 60 (15-87)
Sexo (M/F) 85/71
ECOG PS >1 34 (22%)
Estadio AA 88 (56%)
Sintomas B 51 (33%)
LDH elevada 74 (47%)
>1 afectacion extranodal 27 (17%)
Masa voluminosa 57 (36%)
alPI >1 62 (40%)
R-IPI desfavorable 50 (32%)
NCCN-IPI

Bajo 26 (16%)

Bajo-intermedio 62 (39%)

Alto-intermedio 49 (32%)

Alto 11 (7%)
B2M elevada 63 (40%)
Radioterapia 54 (35%)

Obtencién de muestras e identificacion de los miRNAs con papel prondstico:

Se obtuvieron un total de 96 muestras de tejido en parafina apto para la realizacion de

los cortes de tejido y posterior extraccién de ARN:

e 69 muestras del HUSE
e 19 muestras del HSLL

e 8 muestras del HM
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Para poder identificar aquellos miRNAs con implicacion prondstica se empledé una
serie de descubrimiento de 12 pacientes en la que todos los casos presentaban mal
prondstico con alta carga tumoral y enfermedad avanzada (estadio IlI-IV y R-IPI
desfavorable (>2)). Sobre esta base de mal prondstico se definieron dos grupos
totalmente contrapuestos desde el punto de vista de su respuesta al tratamiento y

evolucion:

e Grupo quimioresistente (n=6): Formado por refractarios o bien recaidas antes
de los 12 meses desde el inicio del tratamiento
e Grupo quimiosensible (n=6): Formado por pacientes que obtuvieron una

remision completa duradera (al menos 3 afos)

Las caracteristicas clinicas de la serie de descubrimiento para identificacion de

miRNAs con expresion diferencial en quimiorresistencia se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12: Caracteristicas clinicas de la serie de descubrimiento

Refractarios/Recaida RC
precoz (RR)

N 6 6
Edad (mediana&rango) 50 (38-78) 44 (30-72)
Sexo (M/F) 3/3 4/2
ECOG PS >1 5 (83%) 3 (50%)
Estadio llI-IV 6 (100%) 6 (100%)
Sintomas B 5 (83%) 5 (83%)
LDH elevada 6 (100%) 5 (83%)
Sitio extranodal >1 3 (50%) 1 (17%)
Enfermedad voluminosa 2 (33%) 2 (33%)
a-IPl >1 (desfavorable) 6 (100%) 6 (100%)
B2M elevada 3 (50%) 5 (83%)
Radioterapia 2 (33%) 0 (0 %)
SG a 5 afios 0% 100%
Mediana de SLP (IC95%) 7,6 (2,1-11,4) NA
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La tasa de respuestas de ambos subgrupos fue:

e Respuesta inicial: 100% en el grupo de RC y 83% en el grupo de RR.

¢ Recaida: 0% en grupo de RC y 100% en grupo de RR.

Realizacion de los microarrays de miRNAs:

Se llevo a cabo un clustering jerarquico en el que se identificaron 26 miRNAs (Tabla

13).

Tabla 13: Descripcion de los 26 miRNAs diferencialmente expresados entre el

grupo RR versus RC

miRNAs

Cambio de expresiéon
(Fold change)

hsa-miR-199a-5p 4,88
hsa-miR-1244 4,76
hsa-miR-182-5p 4,74
hsa-miR-6840-3p 4,18
hsa-miR-20b-5p 3,75
hsa-miR-17-3p 3,73
hsa-miR-19b-3p 3,27
hsa-miR-1273d 3,2
ue7 3,07
hsa-miR-18b-5p 2,84
hsa-miR-1231 2,84
us 2,81
hsa-miR-193b-5p 2,73
HBII-336 2,65
hsa-miR-18a-5p 2,65
hsa-miR-6806-5p 2,52
hsa-miR-3928 2,48
hsa-miR-6772-5p 2,46
hsa-miR-885-3p 2,36
U15B 2,32
hsa-miR-8085 2,25
hsa-miR-1180-3p 2,2
hsa-miR-483-5p 2,08
U14B 2,04
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hsa-miR-6857-3p -2,04
hsa-miR-6789-3p -2,09

Realizamos el screening de microRNAs en base a su cambio de expresion (Fold
change) y vias implicadas con el que obtuvimos 10 microRNAs diferencialmente
expresados en el subgrupo de RR. La seleccién de los miRNAs se resume en la Tabla
14,

Tabla 14: Seleccion de miRNAs para analisis en la serie global

miRNA | Camble e oxpreson

hsa-miR-17-3p 3,2

hsa-20b-5p 4.6

hsa-miR-1244 6,74
hsa-6840-3p 3,09
hsa-miR-1231 2,8

hsa-miR-193b-5p 3,08
hsa-miR-6806-5p 2,17
hsa-miR-885-3p 2,17
hsa-miR-182-5p 4,74
hsa-miR-199a-5p 4,88

Posteriormente se llevd a cabo la validacion de los microRNAs con expresion
diferencial a través de RT-PCR cuantitativa en la serie global. El objetivo era valorar
los miRNAs identificados en una serie grande homogéneamente tratada. Este grupo
de validacién finalmente incluydé 68 muestras con material adecuado para la
realizacion de RT-PCR. Mediante la RT-PCR se procedi6 a (Figura 16):

e Paso de cDNA através de RT loop
e Cuantificacion a través de RT-PCR con primers especificos y sondas
SybrGreen (EPIK miRNA Select Lo-ROX kit)

e Categorizacion usando curvas de ROC para el evento recaida/progresion

Figura 16: Representacion del procedimiento llevado a cabo por la RT-PCR
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Validacion de los miRNAs seleccionados en la serie global:

La Tabla 15 muestra el analisis univariante de supervivencia incluyendo los factores

pronosticos clinicos estandar de la serie y la expresion por RT-PCR de los 10 miRNAs

seleccionados. Se puede observar que, de ellos, 7 mostraron una influencia
significativa sobre la SLE (miR-20b-5p, miR-1244, miR-6840-3p, miR-1231, miR-193b-
5p, miR-6860-5p y miR-199a-5p) y 6 sobre la SG (miR-1244, miR-1231, miR-193b-5p,

miR-885-3p, miR-182-5p y miR-199a-5p) (Tabla 16).

El miRNA-20b-5p, perteneciente al cluster mir-17-92, se expresoé 4,6 veces mas que el

grupo de RC y en nuestra serie tuvo un impacto significativo sobre la SLE.

Tabla 15: Andlisis univariante de supervivencia incluyendo variables clinicas y

biolégicas de nuestra serie de validacion

SG-7a p SLE-7a p
(1C95%) (1C95%)
Edad:
0-60 74% (58-91) 0,1 64% (46-81) 0,14
>60 61% (43-79) 51% (33-70)
Sexo:
Masculino 78% (65-92) 0,25 63% (47-78) 0,76
Femenino 56% (36-77) 53% (33-74)
ECOG PS:
0-1 75% (62-88) 0,037 66% (52-80) 0,027
2-4 48% (23-74) 34% (9-59)
Estadio AA:
-1l 83% (69-97) 0,067 74% (58-89) 0,08
m-Iv 58% (40-75) 46% (28-64)
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Sintomas B:
No 79% (66-91) | 0,019 68% (53-82) 0,026
Si 47% (23-71) 37% (13-61)

LDH:
Normal 75% (57-94) | 0,072 69% (49-88) 0,03
Elevada 60% (42-77) 48% (31-66)

Afectacion

extraganglionar: 71% (57-84) 0,61 58% (44-72) 0,79
S] 58% (27-90) 58% (27-90)

Enfermedad

voluminosa: 67% (52-81) 0,78 58% (42-74) 0,85
g‘:’ 73% (53-94) 58% (36-81)

B2M:
Normal 78% (64-92) | 0,072 67% (51-83) 0,097
Elevada 58% (35-80) 51% (29-73)

R-IPI:
Favorable 100% 100%
Intermedio 72% (55-88) 0,01 62% (45-80) 0,008
Desfavorable | 499, (27.72) 39% (17-61)

TS:
0-2 82% (69-94) | 0,005 72% (57-86) 0,007
3-5 44%, (21-66) 37% (16-59)

Radioterapia:
Si 95% (87-100) | 0,024 86% (71-100) 0.02
No 55% (39-71) 45% (28-61) ’

DIR:
100-85% 75% (62-88) | 0,002 67% (52-81) <0,001
<85% 48% (20-76) 33% (9-59)

miR-1244:
0-0,31 77% (64-90) 0,024 72% (58-87) 0,005
>0,31 53% (30-76) 32% (9-56)

miR-193:
0-0,27 84% (72-97) | 0,009 79% (64-93) <0,001
>0,27 51% (30-71) 34% (14-53)

miR-1231:
0,215 80% (67-93) 0,02 75% (60-89) 0,001
>0,215 51% (28-73) 29% (2-55)

miR-20b-5p:
0-0,6 78% (61-95) 0,21 73% (54-92) 0,046
>0,6 63% (46-79) 49% (32-65)

miR-17-3p:
0-0,06 57% (20-94) 0,35 21% (0-56) 0,053
>0,06 70% (57-83) 62% (48-76)

miR-182-5p:
0-0,065 92% (78-100) | 0,043 52% (34-70) 0,12
>0,065 61% (47-76) 62% (42-82)

miR-199a-5p:
0,7 81% (67-95) | 0,035 69% (53-86) 0,04
>0,7 55% (36-74) 45% (26-64)
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miR-6840-3p:
0-0,41 69% (55-84) 0,72 68% (53-82) 0,01
>0,041 67% (45-89) 33% (9-57)

miR-885-3p:
0-0,285 79% (65-94) 0,008 70% (45-95) 0,12
>0,285 52% (32-73) 52% (36-67)

miR-6860-5p:
0-0,245 72% (56-87) 0,43 69% (54-85) 0,019
0,245 65% (45-84) 42% (20-63)

De los 10 miRNAs testados s6lo 3 tuvieron un papel prondéstico significativo tanto para
SLP, SG como para SLE que fueron hsa-miR-1244, hsa-miR-1231 y hsa-miR-193b-5p
(Tabla 16).

Tabla 16: miRNAs con influencia significativa sobre la SG, SLE y SLP

miRNAs Papel en SG/SLE/SLP
hsa-miR-17-3p No /No /SLP
hsa-20b-5p No /SLE / No
hsa-miR-1244 SG/SLE/SLP
hsa-6840-3p No /SLE /SLP
hsa-miR-1231 SG/SLE/SLP
hsa-miR-193b-5p SG/SLE/SLP
hsa-miR-6860-5p No / SLE / SLP
hsa-miR-885-3p SG/No/No
hsa-miR-182-5p SG/No/No
hsa-miR-199a-5p SG/SLE/No
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A continuacion, se detalla la correlacion clinico-biologica de estos 3 miRNAs:

1. miRNA-1244:

1,01 1,04
miR1244 bajo: SLE 7 afios: 72% . . "
miR1244 bajo: SG 7 afios: 77%

g 0,84 0,84
=] —~
£ g
g -
v 2
% 0,64 _; 0,64
2 ©
2 'S
= @
] . ~
T 04 2 04 miR1244 alto: SG 7 afios: 53%
2 g
> . ~ 3
] miR1244 alto: SLE 7 afos: 32% a
& 0.2 0,2

0.0 P =0,005 0.0 P =0,024

T T T T T T T T T T T T T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 .00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00
Meses desde el inicio del tratamiento Meses tras inicio del tratamiento

HR (IC 95%) P
SLE 2,79 (1,31-5,91) 0,008
SG 2,61 (1,1-6,18) 0,029

Este miRNA fue el que obtuvo mayor cambio de expresién (Fold change): 6,74. En

nuestra serie, y teniendo en cuenta los datos clinicos, la sobreexpresion de este

miRNA se asocid con:

e Mayor extension de la enfermedad (IlI-1V) (p=0,01)

e Presencia de sintomas B (p=0,005)

e Peores factores prondsticos clinicos del TS (p=0,026)
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2. miRNA-193-5p

] miR-193 bajo: SLE 7 afios: 79% ] miR-193 bajo: SG 7 afios: 84%
g 0,84 0,8
2 ~
£ g
: 5
% 0,64 3 0,64
p o
8 g
§ 0,4 % 0,4 miR-193 alto: SG 7 anos: 51%
1
g miR-193 alto: SLE 7 afios: 34% a
3 021 0,2
P <0,001 P =0,009
0,04 0,04
.OIO 20?00 40?00 SO.IDO 80{00 100‘.00 lZOIAOO 14(;.00 ‘OIO 20}00 40.‘00 60?00 BOSOO 100‘.00 120‘.00 140‘.00
Meses tras el inicio del tratamiento Meses tras inicio de tratamiento
HR (IC 95%) p
SLE 3,98 (1,77-8,94) 0,001
SG 3,21 (1,27-8,09) 0,013

El miRNA-193-5p obtuvo un cambio de expresion (Fold change) de 3,08. Se confirmé

qgue la sobreexpresion de este miRNA presentaba una asociacion clinica con:

e Casos con mas factores prondsticos adversos clinicos como:

o LDH (p=0,003) y B2M (p=0,004) aumentadas

o VSG elevada (p=0,041)

o Sintomas B (p=0,019)
o IPI(p=0,028)
o TS (<0,001)

e Peor estado general (ECOG) (p=0,009)
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3. miRNA-1231

Supervivencia libre de evento (%)

o
o
1

o
o
1

0,4+

o
~
1

0,04

miR-1231 bajo: SLE 7 afios: 75%

miR-1231 alto: SLE 7 anos: 29%

P =0,001

T T T T T
60,00 80,00 100,00 120,00 140,00

Meses tras inicio del tratamiento

T T T
.00 20,00 40,00

Supervivencia global (%)

1,04

0,84

0,64

0,24

miR-1231 bajo: SG 7 afos: 80%

L

miR-1231 alto: SG 7 afios: 51%

P=0,02

.00

T T T T
80,00 100,00 120,00 140,00

Meses desde el inicio del tratamiento

T T T
20,00 40,00 60,00

HR (IC 95%) P
SLE 3,59 (1,63-7,92) 0,002
SG 2,61 (1,1-6,17) 0,029

Confirmamos que este miRNA tuvo en nuestra serie un papel independiente de

variables clinicas estandar y de los otros miRNAs. Se realizé un analisis multivariante

tanto con las variables clinicas como bioldgicas (Tabla 17) y se observé que la

sobreexpresion de miRNA-1231 junto con presentar un R-IPl de alto riesgo o una

reduccion de DIR mayor del 15% se asociaron de forma independiente a una peor SG

y SLE.

Tabla 17: Analisis multivariante incluyendo variables clinicas y biolégicas de la

serie de validacion por RT-PCR

Variable HR (IC 95%) p
R-IPI alto 3,8 (1,7-8,5) 0,001
Reduccion de DIR >15% 4,3 (1,9-9,6) <0,001
miR-1231 5,6 (2,3-13,6) <0,001
R-IPI alto 4,2 (1,7-10,4) 0,002
Reduccién de DIR >15% 4,7 (1,9-11,8) 0,001
miR-1231 4.4 (1,6-12,2) 0,004
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Dosis intensidad relativa

El esquema R-CHOP21 sigue siendo el tratamiento estandar en pacientes con
LBDCG. Estudios fase Il recientes tanto del grupo francés(4) como britanico(17) han
confirmado que un aumento en la dosis densidad no conlleva una mejora en la
supervivencia. No se observaron diferencias en términos de SLP o SG entre R-
CHOP21 y R-CHOP14(4)(17). En nuestra serie tampoco encontramos diferencias con

ambos regimenes confirmando una supervivencia similar (Figura 8).

Asimismo, el grupo francés comprobé que el R-CHOP14 era mas téxico y que habia
mas dificultades en mantener la DIR(4). En nuestra serie, la reduccion de la DIR
mostré una tendencia a ser mas alta en el grupo de R-CHOP14 (9,2% versus 5,8% en
el grupo de R-CHOP21) (p=0,094). El grupo francés publicé una mediana de reduccion
de la DIR de en torno a un 12% en la cohorte de R-CHOP14, y de un 2% para R-
CHOP21 (p<0,001)(4). El estudio britanico, en cambio, confirmé similar mediana de
reduccion de la DIR entre ambos grupos(17). Sin embargo, en ambos ensayos la
mediana de la DIR de R-CHOP14 de todas las drogas importantes en comparacion
con R-CHOP21 fue del 134% y 150%, respectivamente. Teniendo la misma eficacia
ambos regimenes, la consecuencia directa es que la reduccion de la RDI parece tener

mas relevancia en el grupo de R-CHOP21 que en el de R-CHOP14.

La DIR supone un problema relevante en Oncologia. Numerosos estudios han
analizado su papel en el cancer de mama y en otras enfermedades como el linfoma
Hodgkin(121)(122). La dosis intensidad (DIl) representa la cantidad (mg/m2) de un
farmaco administrada por unidad de tiempo (semanas) y la DIR refleja como la DI se
implementd segun lo planeado. Multiples trabajos han publicado la correlacion entre la

DIR y el pronéstico.

En 1990 el impacto de la DIR en LBDCG fue descrito empleando el régimen R-CHOP
u otros con una intensidad mayor(123). Tras la adicion del Rituximab al esquema
CHOP (R-CHOP), otra publicacién describié que la mortalidad se influenciaba por la
DIR(124). En este trabajo, se emplearon numerosos cortes para definir la reduccion de
la DIR: 25%, 15% y la mediana de la DIR. En nuestro trabajo, seleccionamos un 15%
dado que es el corte mas usado en los estudios de DIR, tanto para linfoma como para
tumores solidos. Ademas, probamos varios cortes y finalmente éste era el mas

adecuado para un valor clinico balanceado y para una mayor potencia estadistica.

77



Segun lo esperado, en nuestra serie la reduccidon de la DIR unicamente tuvo un
impacto en el grupo de R-CHOP21, pero no en el de R-CHOP14 (Figura 9). Ademas,
en el grupo de R-CHOP21, una reduccion mayor del 15% en la DIR se asocié de
forma independiente tanto con SG como SLP, también con el R-IPI influyendo
independientemente a la SG. Sin embargo, la reduccién de la DIR no tuvo impacto en
el grupo de R-CHOP14. De hecho, pacientes con o sin una reduccion mayor del 15%
en la DIR tuvieron una SG a los 5 afios del 82% y 79% (p=0,82) y una SLP a los 5
anos del 65% y 82% (p=0,12), respectivamente.

En la mayoria de los ensayos clinicos, la DIR se mantiene de forma satisfactoria. Sin
embargo, por diversos motivos en la practica clinica no siempre es facil hacerlo. El
primer paso para resolver este problema, es darse cuenta de que existe y el segundo
es analizar sus causas y las potenciales soluciones. Con este estudio hemos
demostrado que en el pasado en nuestro centro tuvimos este problema, dado que el
31% de los pacientes que presentaron una reduccion mayor del 15% en la DIR les fue
peor que a aquellos sin esta reduccion en el grupo de R-CHOP21, pero no para el
34% con la misma reduccién que recibieron R-CHOP14. Ademas, esto fue

independiente de los factores prondsticos clinicos estandar.

Las razones para estas reducciones en la DIR fueron: edad avanzada, comorbilidades,
toxicidad hematoldgica u otras complicaciones como infecciones, problemas sociales o
dificultades logisticas con las fechas de los ciclos. En nuestra cohorte de R-CHOP21,
la mitad de estas reducciones estuvieron relacionadas con la edad y comorbilidades,
pero también con toxicidad, incluyendo infecciones que pueden ser anticipadas o
monitorizadas de forma estrecha. Los pacientes mayores, en ocasiones, no reciben la
misma dosis intensidad o densidad que los pacientes jévenes. Lyman et al public
numerosos factores prondsticos independientes de la reduccion de dosis intensidad:
edad mayor de 60 afos, estadio avanzado, PS pobre y el no emplear profilaxis con
factor estimulantes de granulocitos (G-CSF)(125). Llamativamente, la edad no fue un

factor de riesgo significativo en aquellos pacientes que recibieron G-CSF.

Con esto en la mente y considerando el riesgo de la toxicidad hematoldgica, son
necesarios modelos predictivos basados en los factores de riesgo identificados para la
reduccion de la DIR y de esta manera decidir el tratamiento de soporte adecuado,
incluyendo la administracién de factor estimulantes de granulocitos que facilita la
administracion de la dosis completa de quimioterapia. Zelenetz(126), identificd la edad

avanzada, albumina baja, presencia de alteracion hepatica, infiltracion medular por la
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enfermedad y/o bajos neutrdfilos al diagndstico como factores predictores de alto
riesgo de neutropenia en el primer ciclo de quimioterapia y, por tanto, potencial riesgo
de menor dosis intensidad. Intragumtornchai et al(127) propusieron otro modelo para
predecir la neutropenia severa tras el primer ciclo de CHOP en LNH agresivos sin
tener en cuenta la edad. En este modelo, la presencia de albumina baja, LDH alta e
infiltracion medular por el linfoma predijeron una tasa de un 72% de neutropenias

febriles con las dosis plenas del esquema CHOP.

Otros estudios se centraron en la posibilidad de recibir las dosis completas de las
drogas en pacientes con edad avanzada empleando factores estimuladores de
colonias asumiendo que esta estrategia tendra un impacto en la supervivencia(128).
Teniendo en cuenta toda esta evidencia, las guias recomiendan el uso de G-CSF en
pacientes mayores que reciben el tratamiento con intenciéon de curaciéon(119). Los
factores estimulantes se tendrian que administrar en aquellos pacientes que reciban
quimioterapia y que presenten un riesgo de neutropenia febril 220% o en aquellos
pacientes en los que se asocie mal prondéstico con la reduccién de dosis densidad o

intensidad.

La Doxorrubicina es un farmaco clave en el tratamiento de este tipo de linfoma pero en
ocasiones su uso esta limitado en pacientes con edad avanzada por su
cardiotoxicidad(129). Hersman et al(130) demostraron que los pacientes mayores
diagnosticados de LBDCG que recibian Doxorrubicina eran mas proclives a padecer
fallo cardiaco cronico, objetivando la hipertension como el unico factor de riesgo
sinérgico con este farmaco. Se ha empleado una formulacién de Doxorrubicina menos

cardiotdxicas como la liposomal, que es menos tdxica pero con eficacia similar(131).

Por ultimo, los problemas sociales o logisticos en el calendario también generan
reducciones en la DIR. Algunos se asociaron con el propio paciente y otros con el
sistema sanitario: listas de espera o exceso de trabajo. En ambos casos, la clave es
que tanto el paciente como el médico reconozcan la importancia de la DIR en
pacientes con LBDCG tratados con R-CHOP21.
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Comparacion de los nuevos indices con los indices estandar

Se han propuesto numerosos indices prondsticos para categorizar e identificar
aquellos pacientes con LBDCG con peores resultados con el tratamiento estandar y
que podrian ser candidatos a ser tratados con nuevos esquemas o farmacos. El mas
importante y mayormente usado es el IPI(9) propuesto en 1993 y posteriormente
validado en la era de Rituximab (R-IPI)(10). Se emplearon 5 variables clinicas (edad,
LDH, namero de territorios extranodales, estadio y ECOG PS) para estratificar 4
grupos de riesgo que fueron reducidos a 3 con el R-IPI. Sin embargo, a pesar de ser
un buen indice, carece de la habilidad de identificar un grupo de muy alto riesgo en la
era de Rituximab: el grupo de alto riesgo del R-IPI tiene una SG y SLP a los 4 afios
mayor del 50%. En los ultimos afios, se han hecho esfuerzos para intentar mejorar la
capacidad discriminativa del IPl, como el NCCN-IPI(21). Este indice, en comparacion
con el R-IPI, incorporé la subcategorizacion de la edad y LDH obteniendo una mayor
capacidad para discriminar los grupos de bajo y alto riesgo(21)(132). Con el mismo
objetivo, el Grupo Espafiol de Linfoma (GELTAMO) publico recientemente el
GELTAMO-IPI(22), incluyendo todas las variables del IPI con una subcategorizacion
de la edad y el ECOG PS asi como la B2M.

En 1992, el MD Anderson Cancer Center, reporté el TS teniendo en cuenta variables
prondsticas exclusivamente relacionadas con el tumor: LDH elevada, estadio AA 1lI-IV,
B2M elevada, masa voluminosa y presencia de sintomas B(12). Se identificaron 2
subgrupos prondsticos: bajo riesgo (0-2, SLF a los 3 afios del 83%) versus alto riesgo
(=3, SLF a los 4 afios del 24%). Uno de nuestros andlisis dentro de la tesis se ha
centrado en validar este indice en la era de Rituximab. Para ello, desde la base
nacional de LBDCG del GELTAMO (n=2156) se seleccionaron de forma retrospectiva
1327 pacientes que hubieran recibido tratamiento de primera con R-CHOP, que
tuvieran todas las variables del IPl y TS disponibles y que tuvieran al menos 1 afio de
seguimiento. Esta serie de pacientes homogéneamente tratados representa la vida
real, dado que los pacientes fueron reclutados desde distintos hospitales nacionales,

sin sesgos de seleccion y sin inclusion sistematica en ensayos clinicos.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, el TS esta enriquecido con 3 variables
relacionadas con el tumor y no presentes en el IPl: masa voluminosa, sintomas B y
B2M. Los niveles altos de B2M se han asociado con situaciones inflamatorias tanto
sistémicas como focales(14) asi como con enfermedades linfoides malignas que
presentan alta carga tumoral. En consecuencia, niveles altos de B2M son factores

pronosticos adversos relacionados con el tumor y/o el huésped. Numerosos trabajos
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han confirmado el papel prondstico de la B2M en pacientes con LBDCG tanto en la era
pre(12)(133) como post-Rituximab(14)(134). La adicion de la B2M a las principales
variables del IPl, mejora la estratificacion de riesgo tal y como lo confirmé el
recientemente publicado GELTAMO-IPI(22)(135). La presencia de sintomas B (fiebre
>38°C, pérdida de peso >5% o sudoracion nocturna) es un factor adverso conocido en
pacientes con LNH. Se ha relacionado con niveles aumentados de proteinas
inflamatorias como la proteina C reactiva(136) y citoquinas como la interleukina-
6(137)(138). Asimismo, pacientes con niveles aumentados de marcadores
inflamatorios presentan un peor prondstico en términos de tasa de respuesta y

supervivencia(139).

Por otra parte, numerosos estudios tanto en la era pre y post-Rituximab han
demostrado el papel prondstico adverso de la enfermedad de voluminosa(12)(140).
Esto fue analizado en el ensayo MabThera International Trial (MInT), en el que el
papel pronostico adverso de la masa voluminosa disminuyd, aunque no se
contrarresto totalmente, en pacientes jévenes con LBDGC de buen prondstico tratados
con Rituximab. EI TS original consideré 7 cm como punto de corte para considerar
masa voluminosa, pero el estudio MInT definié 10 cm de diametro maximo del tumor
como punto de corte 6ptimo(140). De hecho, en nuestra serie, la mayoria de los
centros usaron el corte de 10 cm y esta variable presentd una significacion

estadisticamente significativa para SLP y SG.

En nuestra serie, encontramos que todas las variables del TS original y todas excepto
una (>1 localizacion extranodal) del IPl, mantuvieron su significacion independiente
tanto para SLP como SG. Estos resultados coinciden con otras numerosas series
reportadas en la era Rituximab, particularmente cuando las otras variables relevantes
del IPI estan presentes en el modelo(21)(22). El Rituximab gener6 una mejoria
significativa en pacientes con linfomas B. Cualquier cambio en la supervivencia
modifica la evaluacion prondstica. Esto ocurrié con el IPl cuando se reevaludé post-
Rituximab en donde la categorizacién se modificé desde 4 a 3 grupos de riesgo con el
R-IPI. Sin embargo, el principal problema fue que los pacientes de alto riesgo tuvieron
una PFS o SG mayor del 50%. Por tanto, en la era Rituximab, es necesario identificar
pacientes con peor prondstico que puedan ser candidatos a recibir tratamientos

alternativos al estandar con R-CHOP.

En nuestro estudio, el R-TS demostré un cambio de 2 a 4 grupos prondsticos
identificables (11A y 11B). Pero el punto mas importante fue que se pudo encontrar un

subgrupo de muy mal prondstico con una SLP a los 5 afios del 28% y con unicamente
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una mediana de SLP de 4 meses, obteniendo una mejoria significativa en la
identificacion de subgrupos de muy alto riesgo. Por otra parte, generamos un TS
mejorado a través de una subcategorizacion de 3 de las variables originales del TS.
Con este nuevo indice, podemos identificar un subgrupo de alto riesgo del 22%, que
mejora claramente la evaluacion de riesgo en LBDCG. Hay que recalcar, que la
identificacion de este subgrupo de alto riesgo se obtiene con variables facilmente
obtenibles en el momento del diagndstico, sin necesidad de marcadores traslacionales
mas complejos. Sin embargo, se tendrian que testar nuevos factores prondsticos
relacionados con el tumor, como la célula de origen o la translocacion de MYC y BCL2,
entre otras, para asi incorporarlos a los indices prondsticos clinicos y guiarnos en la
decision terapéutica. Tanto el R-TS como el TS mejorado podrian constituir puntos de
partida o andamios sobre los que incorporar estos biomarcadores dependientes de

tumor en el futuro.

La significacion prondstica de las variables del hemograma se ha confirmado en el
ambito de los tumores solidos(23). En el contexto de los linfomas, hay una evidencia
creciente de que el microambiente tumoral y la inmunidad del huésped juegan un

papel importante en la progresion(24).

Estudios retrospectivos han confirmado el papel del RAL al diagnostico para predecir
la supervivencia en LBDCG(25)(26) y se ha reportado que un alto RAL en el momento
del diagnostico se asocia con mejor PFS y SG, de forma independiente del IPI.
Concretamente, Kim et al demostraron un impacto significativo del RAL <1000/uL en la
SLE y SG en pacientes tratados con CHOP o R-CHOP(141). Se confirm6 una SG a los

2 afos del 80% para pacientes con RAL alto, a diferencia de un 46% con RAL bajo.

Asimismo, se ha investigado el numero de monocitos detectados en sangre periférica
sugiriendo que podria afectar a la patogénesis y prondstico de esta enfermedad(28). El
RAM se considera un marcador indirecto del microambiente tumoral. Promueve el
crecimiento y supervivencia de las células B malignas, directamente mediante
mediadores solubles(142) o factores tréficos(143), e indirectamente mediante la
supresion de la inmunidad antitumoral del huésped y la promocion de la angiogénesis
del tumor(144). A diferencia del RAL, el alto RAM, por tanto, tiene el efecto opuesto y

es un factor de mal prondstico en pacientes con LBDCG.

El ratio RLM determinado al diagndstico podria ser un factor prondstico en pacientes
con LBDCG(29)(30). Wilcox et al describieron un indice incluyendo el RLM en el IPI
que estratificaba a los pacientes en 3 grupos de riesgo(31), y Li et al emplearon un

RLM inverso (ratio monocitos/linfocitos) al diagndstico en su estudio con resultados
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similares(145). En nuestro estudio, confirmamos que RLM mas bajos predijeron tanto

SLP como SG mas cortas.

El recuento de plaquetas y los niveles de hemoglobina también han sido reportados
como marcadores pronosticos para LBDCG(41)(146). Nuestros resultados, en cambio,
no demostraron que la SLP y SG se vieran influenciadas de forma independiente por

el recuento de plaquetas o los niveles de hemoglobina.

El RDW es el coeficiente de la variacion del volumen de los eritrocitos circulantes y se
mide de forma rutinaria en la practica clinica como parte del hemograma.
Recientemente, se ha visto que el RDW podria jugar un papel en la carcinogénesis y
en la progresion tumoral(45). A pesar de que los mecanismos que subyacen en la
relacion entre el RDW y la supervivencia o actividad de la enfermedad esta
controvertida, se ha asociado con una variedad de marcadores inflamatorios(46). El
papel de la inflamacién en la generacion del linfoma ha sido extensamente reconocido
e investigado. La generacion e invasion del LBDCG depende de multiples
interacciones entre el tumor y las células no neoplasicas y a su vez su interaccion con
el estroma circulante y el microambiente(147). Varios estudios han confirmado que el
niveles elevados de RDW en el hemograma al diagnéstico predicen un prondstico
desfavorable en pacientes con LBDCG(47). En nuestra serie, EIl RDW fue una variable

independiente tanto para SLP como SG.

En nuestro estudio, presentamos un nuevo indice que incluyo el RLM, RDW y la B2M
junto con otras variables clinicas. Estas 3 variables demostraron predecir una SLP
mas corta. Se generd asi un nuevo modelo prondstico basado en el RLM, RDW y B2M
en combinacion con edad, ECOG-PS, estadio y masa voluminosa, demostrando una
mejor discriminacion del riesgo que el IPl y capaz de identificar un grupo de muy alto

riesgo con una SLP y SG a los 5 afos del 19% y 24%, respectivamente.

Como hemos comentado con anterioridad, en los ultimos afios numerosos marcadores
citogenéticos han demostrado un impacto en el pronéstico del LBDCG como las
translocaciones que afectan al gen MYC(74). El pronéstico adverso de las
translocaciones de MYC aumenta con la presencia de translocaciones de BCL2 y/o
BCL6. Estos linfomas DH tienen un prondstico muy agresivo y una respuesta pobre al
tratamiento estandar(77). Por otra parte, los perfiles de expresion génica para la
determinacion de la célula de origen son una herramienta genémica que determina al
menos 3 subgrupos moleculares: CG, ABC vy primario mediastinico(108).
Desafortunadamente, muchas de estas técnicas no son aplicables en la practica

clinica diaria o requieren tiempo para la obtencion de resultados. Por ese motivo, con
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la generacion de este nuevo indice, se hace hincapié en la importancia de
herramientas facilmente disponibles en el momento del diagnéstico, como las variables

del hemograma o la B2M.

Papel pronoéstico de los miRNAs en LBDCG

Determinados miRNAs se han identificado como predictores de supervivencia en
multiples enfermedades malignas como leucemia linfatica crénica(91), leucemia
mieloide aguda (LMA)(148)(149) o tumores so6lidos(150). Dado que los miRNAs son
menos susceptibles a la degradacién que el ARNm por su menor longitud(151), su
expresion parece ser mas robusta para la determinacion de la célula de origen de
multiples canceres. Estudios preliminares confirmaron que miRNAs especificos
predecian el prondstico de pacientes con LBDCG(110). Sin embargo, estos estudios
fueron llevados a cabo en series pequenas que requieren validacion en series

independientes con mayor numero de pacientes.

En relacion a la seleccion de los miRNAs con implicacion prondstica en LBDCG, los
estudios publicados en los ultimos afios se han basado en la expresion diferencial de
potenciales miRNAs en base a SG, célula de origen, tejido normal, comparacion entre
diversas histologias o se han seleccionado miRNAs ya identificados en otras

neoplasias (Tabla 18).

Tabla 18: Seleccion de los miRNAs en los estudios reportados

N muestras Modo de seleccion miRNAs Autores Aino

80
Comparacion con linfoma folicular Lawrie et al(107) 2009

Comparacion con ganglio linfatico

61 Malumbres et al(152) 2009
normal
Comparacion entre célula de
258 _ Montes-Moreno et al(113) | 2011
origeny SG

Seleccion de miRNAs identificados
176 _ _ Alencar et al(112) 2011
en estudios previos

Seleccion de miRNA identificado
61 Berglund et al(153) 2013
en otros tumores

106 Comparacion con hiperplasia Wu et al(154) 2014

84



linfoide reactiva

Comparacion con ganglio linfatico
62 Chen et al(155) 2014
normal

Comparacion con tejido gastrico
58 normal y células mononucleadas He et al(156) 2014

de sangre periférica

Comparacion con ganglio linfatico
200 Go et al(157) 2015
normal

Seleccion de miRNA identificado
112 . . Li et al(158) 2015
en estudios previos

Comparacioén con células B
periféricas, células B CG, tejido de
81 _ . ) Troppan et al(159) 2015
linfadenitis y 4 lineas celulares de

linfoma

Comparacion con hiperplasia
72 Huang et al(160) 2019
linfoide reactiva

En nuestro trabajo, a diferencia del resto de series reportadas, la seleccién de los
mMiRNAs se realizé en base a la presencia o no de resistencia al tratamiento de primera
linea. Para ello, se emple6 una serie de descubrimiento de 12 pacientes en la que
todos ellos presentaban mal prondstico con alta carga tumoral y enfermedad
avanzada. El principal objetivo era confirmar si estos pacientes habian presentado
recaida/refractariedad (SLP pobre) versus RC duradera. En base a esto, se
establecieron 2 grupos (quimioresistente y quimiosensible). Se identificaron los
miRNAs con expresion diferencial en los 2 grupos y finalmente se seleccionaron los 3
miRNAs que tuvieron un papel pronéstico tanto para SLP, SLE como para SG
(miRNA-1244, miRNA-193-5p, miRNA-1231).

Hasta la fecha, se han identificado firmas de miRNAs que caracterizan los linfomas y
se ha indagado en su desarrollo, clasificacién y regulacién de genes. Los mas
conocidos son el cluster miR-17-92, miR-155, miR-21 y miR-34(99). El cluster miR-17-
92, que codifica 6 diferentes miRNAs (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1
y miR-92a-1), esta localizado en el cromosoma 13q31-q32, una region frecuentemente
amplificada en el subtipo CG(99). Se ha relacionado con aumento de la profileracion y
concretamente, en el LBDCG subtipo CG, con la supresion de PTEN y disregulacion
de la via PI3K/AKT/mTOR. En nuestra serie 2 miRNAs de este cluster (el miR-20b-5p y
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el miR-17-3p) tuvieron impacto prondstico: en el 1° caso sobre la SLE y en el 2° sobre
la SLP.

En nuestro estudio, identificamos por primera vez, 3 miRNAs con impacto prondstico
tanto para SLE como SG en pacientes con LBDCG. El miRNA-1244 fue el que obtuvo
mayor cambio de expresion (Fold change) en nuestra serie. En la literatura se ha
descrito actividad del miRNA-1244 como potencial target en linfomagénesis tanto en
LBDCG como en linfoma de Burkitt(161). Los eventos moleculares proliferativos en los
que interviene son la sobreexpresion de c-myc y en la regulacion positiva de la
antiapoptosis(162). Xiong et al demostraron que la mayoria de genes target de los
miRNAs identificados estaban involucrados en la via de sefalizaciéon de Myc.
Concretamente, recogieron de la literatura 21 Myc-miRNAs con expresion diferencial
entre células normales y células cancerigenas. Finalmente, identificaron que la
mayoria de los Myc-miRNAs involucrados en los canceres relacionados con la via de
sefializacion del Myc, 12 de 17, estaban anormalmente expresados en los
correspondientes canceres. La funcién de los 5 restantes todavia no esta reportada en
la literatura. Entre ellos, se encuentra el miR-1244-1 ademas del miR-940, miR-548h-
2, miR-26a-2 y miR-330. Nuestro trabajo pudo demostrar por primera vez, la
implicacién prondstica de miRNA-1244 tanto en SLE como en SG en LBDCG.
Ademas, pudo confirmar su impacto en distintas caracteristicas clinicas, dado que su
sobreexpresién se asocid con mayor extension de la enfermedad (estadio IlI-1V),

presencia de sintomas B y peores factores prondsticos clinicos del TS.

Ademas de la implicaciéon en la via de sefalizacion de Myc, el miRNA-1244 se ha
relacionado con la sobreexpresion de E2F que confiere mal prondstico en cancer de
prostata por tener resistencia a la hormonoterapia(163) y la regulaciéon positiva de la

antiapoptosis(162).

El 2° miRNA con papel prondstico identificado en nuestro estudio es el miRNA-193-5p.
Se ha descrito un papel prondstico adverso del miRNA-193-5p en carcinoma
escamoso de cabeza y cuello(164). Concretamente, se confirmd una inhibicion de NF-
1 que a su vez inhibia a ERK. Esto conllevé una sobreexpresion de ERK con el
consiguiente aumento de la proliferacion del tumor(164). Por otra parte, este estudio
también identific6 a PER2 como otro potencial target de miRNA-193-5p. El PER2 es
un gen supresor de tumor involucrado en la regulacién del ritmo circadiano que
controla procesos celulares como proliferacion, apoptosis, metabolismo y reparacion

de ADN. La inhibicion de PER2 que inhibe a c-myc conlleva a la consiguiente
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sobreexpresion de c-myc. Recientemente, se ha reportado su implicacion prondstica
en otros multiples canceres (Figura 17)(165).

Figura 17: Implicaciéon del miRNA-193a en la proliferacion de diferentes canceres

Upregulate

miR-193a

Upregulate

miR-193b

Como se observa en la figura, el miRNA-193 es un target en multiples neoplasias en
humanos y predominantemente actua como supresor tumoral. Sin embargo, puede
promover tumorogénesis siendo el target de SRSF2, Rab27B y Mcl-1 en carcinoma
hepatocelular, carcinoma escamoso de cabeza y cuello y carcinoma de ovario,
respectivamente. Asimismo, actia como target de miR31HG, uPA y FAIM2 en cancer

de pancreas, prostata y pulmén, respectivamente.
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En relacién a las neoplasias hematolégicas, su actividad se ha reportado en mieloma
multiple(166). Asimismo, varios investigadores sugieren que el silenciamiento de miR-
193a-3p junto con la hipermetilacion de ADN esta claramente asociado con la fusién
de AML1/ETO expresado en las células hematopoyéticas en pacientes con LMA(167).
El miR-193-3p suprime la proliferacion celular de las células de LMA, inhibiendo la
expresion de c-kit, que es un onco-miRNA que codifica una glicoproteina
transmembrana perteneciente a la familia del receptor tipo Il de tirosin kinasa. La
inhibicién del crecimiento celular junto con la induccion de la apoptosis y diferenciacion
fueron identificados cuando la metilacion de ADN se inhibi6 y se redujo el target c-kit
en las células de LMA(168).

Nuestro estudio reportd por primera vez, la implicacion pronéstica del miRNA-193-5p
en linfoma, concretamente su sobreexpresion se asocié tanto con peor SLE como SG.
Asimismo, se confirmé que la sobreexpresion de este miRNA presentaba una
asociacion con casos con mas factores prondsticos adversos clinicos como LDH, B2M

y VSG aumentadas, sintomas B, IPly TS de alto riesgo y peor estado general.

Por ultimo, el 3° miRNA identificado en nuestro estudio fue el miRNA-1231. Este
miRNA fue el Unico que obtuvo un papel pronéstico independiente de variables clinicas
estandar y de los otros miRNAs en el estudio multivariante. Se ha descrito su
participacion en el control de infecciones virales como hepatitis B (VHB)(169). Este
miRNA tiene como diana al ARNm del core del VHB. De esta manera, suprime la
replicacion viral y las infecciones crénicas por VHB conllevan una sobreexpresion
sostenida del miR-1231(170). Por otra parte, se ha visto un papel oncogénico en el

cancer de pancreas(171) y en glioma(172).

Nuestro trabajo, identificd por primera vez, el papel prondstico de este miRNA en

linfoma, concretamente en LBDCG. Su sobreexpresion predijo una peor SLE y SG.
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Conclusiones
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DIR:

El impacto negativo de la reduccién de la DIR en la respuesta y supervivencia
se observé unicamente en el grupo de R-CHOP21, pero no en los pacientes
tratados con R-CHOP14.

Para pacientes que reciben R-CHOP21 recomendamos medidas de soporte

adecuadas de cara a evitar las reducciones de la DIR.

Validacion del TS en la era Rituximab:

En la era Rituximab, todas las variables incluidas en el TS original mantienen
un papel prondstico independiente y el TS conserva una discriminacion similar
en comparacioén con los indices pronésticos estandar.

EI TS y el TS mejorado demostraron una mejor identificacion de los pacientes

de alto riesgo en comparacion con el IP1 o el NCCN-IPI.

Inclusion de las variables del hemograma en un nuevo indice pronostico:

Se presenta por primera vez, un indice prondstico incluyendo las variables del
hemograma (RLM y RDW) y la B2M, que es faciimente obtenible en la practica
diaria.

Con este nuevo indice prondstico se confirmd un mejor poder discriminativo

tanto para SLP y SG en comparacion con los indices pronésticos estandar.

Papel prondstico de los miRNAs en LBDCG:

A través de un grupo de descubrimiento centrado en progresion/refractariedad,
detectamos un grupo de miRNAs novedosos diferencialmente expresados en
casos de quimio-resistencia.

El miRNA-1244, miRNA-193-5p y miRNA-1231 altos se asociaron a casos con
mayor extension de la enfermedad, peores factores prondsticos clinicos y peor
supervivencia.

A nivel molecular estos miRNAs se han relacionado con eventos proliferativos,
antiapoptosis y vias de linfomagénesis alternativas no descritas (miR-1231)

potencialmente relacionadas con infecciones virales como VHB.
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Abstract

DLBCL is an aggressive lymphoma treated with R-CHOP. Recently, attempts have been
made to improve the outcome by increasing both dose-density and intensity but there have
been no benefits in terms of survival. When treating malignancies RDI is important to consider
but there is little published information on DLBCL. The purpose of this study was to analyze the
differential prognostic impact of RDI in two cohorts of DLBCL patients treated with R-CHOP21
or R-CHOP14. From January 2001 to August 2013 we included DLBCL patients homoge-
nously treated with R-CHOP21 or R-CHOP14, with or without radiotherapy, at University Hos-
pital Son Espases, Hospital Son Llatzer of Palma and Hospital del Mar of Barcelona (N = 157).
In order to avoid selection bias the patients were retrospectively identified from the Pathology
Department and Pharmacy registries. Median follow-up was 68 months. There was no differ-
ence in the response or survival between the two cohorts. In the R-CHOP21 group, both a re-
duction higher than 15% in RDI (RR 7.41) and R-IPI (RR 2.99) were indepandently associated
with OS. However, a reduction higher than 15% in RDI (RR 4.41) was only noted for PFS. In
the R-CHOP14 group, NCCN-IPI (RR 7.09) and B-symptoms (RR 5.37) for OS; AA stage IIl-V
(RR 6.26) and bulky disease (RR 4.05) for PFS. There was a trend towards a higher rate of
RDI reduction observed in the R-CHOP14 group but it only made an impact in the R-CHOP21
group. We conclude that R-CHOP21 and R-CHOP14 are equivalent regimens in terms of re-
sponse and survival, but only if RDI reductions are avoided. For patients receiving R-CHOP21
we recommend using clinical and support measures in order to avoid RDI reductions.
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Introduction

DLBCL is the most common non Hodgkin lymphoma. It is an aggressive but potentially cur-
able lymphoma [1]. Before the chemo-immunotherapy era, combination chemotherapy with
cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone (CHOP) administered every

21 days was the established standard treatment.

More recently attempts have been made to improve the outcome by both increasing dose-
density (DD) (CHOP14) or intensity (second and third generation regimens, CHOEP,
ACVBP, frontline high dose therapy followed by autologous stem cell transplantation)(2, 3].
Only CHOP14 first and, more importantly, the addition of rituximab, has improved survival in
comparison to standard CHOP [4-6].

Even though phase 2 studies had predicted promising results after adding rituximab to the
regimen, when randomised phase 3 trials were carried out there were no shown benefits due
to their higher toxicity when compared with R-CHOP(Z, §]. This has meant that R-CHOP
administered every 21 days (R-CHOP21) has become the standard treatment for DLBCL
patients.

Prognostic factors in DLBCL may be related to the patient (e.g. age and performance status),
to the tumor itself and the aggressiveness of its markers (e.g. stage, tumor burden, proliferation
index, LDH or beta-2-microglobulin) and to the therapeutic strategy (e.g. therapeutic regimen
or relative dose intensity (RDI)). In routine clinical practice patient and tumor-related prog-
nostic factors summarized in prognostic models such as the International Prognostic Index
(IPI) and age-adjusted IPI (a-IPI) are considered(9]. A revised version was reported in the
post-rituximab era[10] and a new enhanced version called NCCN-IPI, demonstrating a better
discrimination for risk groups, has been recently reported[L1].

However, treatment-related factors such as RDI are not always routinely considered. RDI
represents the ratio of the amount of a drug actually administered to the amount planned for a
fixed time period and is an important issue to consider when treating malignancies[12, 13].
The purpose of calculating RDI is to evaluate whether or not the planned dose intensity of a
chemotherapy treatment was actually achieved. Although it is a well-known prognostic factor
in Hodgkin lymphoma [14, 15], limited information has been published on DLBCL [16-18].
The purpose of this study is to further analyze the prognostic impact of RDI in two cohorts of
DLBCL patients treated with R-CHOP21 or R-CHOP14 to evaluate its differential impact
when increasing dose density.

Methods
Patients

All patients diagnosed with DLBCL from January 2001 to August 2013 at University Hospital
Son Espases were retrospectively identified by the Pathology Department registry to avoid se-
lection bias. Only patients treated with R-CHOP21 or R-CHOP14 +/- radiotherapy were in-
cluded. We also added all the patients treated with R-CHOP14 during the same time period in
two additional hospitals (Hospital Son Llatzer of Palma and Hospital del Mar of Barcelona)
identified by their Pathology and Pharmacy registries to avoid selection bias.

Patients receiving other chemotherapy regimens or consolidations, with severe concomitant
medical or psychiatric illnesses, central nervous system involvement or a bilirubin level >1.5
mg/dl, a cardiac ejection fraction of <50% and a pulmonary function test and diffusing lung
capacity of <50% of the predictive value, were excluded. Double hit DLBCL were also exclud-
ed. The retrospective study was approved by the local ethics committee: Comité étic de d'Inves-
tigaci6 clinica de les Illes Balears (CEIB-IB) with the number IB 1680/11 PL Written inform
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consent were obtained from living patients. For those without written consent, patient records
and information was anonymized and de-identified prior to analysis.

At diagnosis the main prognostic factors in DLBCL were obtained, including international
prognostic index (IPI) factors[2] and NCCN-IPI[11]. Evaluations were carried out following
standard guidelines[19].

RDI calculation and statistical analysis

RDI represents the ratio of the amount of a drug actually administered to the amount planned
for a fixed time period. RDI was calculated as previously described. Briefly, the RDI of each
drug was obtained followed by an average of RDI in CHOP consisting in the sum of RDI of the
3 drugs divided by 3[12, 20].

Overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) were measured from the date of
diagnosis and were estimated according to the Kaplan-Meier method[21]. Comparisons
among those variables of interest were performed by the log-rank test[22]. Multivariate analy-
sis with the variables that proved to be significant in univariate analysis was performed accord-
ing to the Cox proportional hazard regression model[23]. All p-values reported were two-sided
and statistical significance was defined at p <0.05.

Results
Patient selection and clinical characteristics

A total of 188 patients were diagnosed and treated at Son Espases University Hospital in the
time period selected from Pathology Department records. Seventy three patients were excluded
for the following reasons: not receiving rituximab (n = 29), receiving additional consolidation
therapy such as autologous stem cell transplantation or rituximab maintenance (n = 25), other
regimens with higher or lower intensity (n = 9), move to another center (n = 6), diagnosis at
autopsy (n = 2) and other reasons (n = 2). We included 115 patients (74 in the R-CHOP21 and
41in the R-CHOP14 cohort) from Son Espases Hospital. We made the same process and selec-
tion in both Son Llatzer Hospital and Hospital del Mar, and included 24 and 18 patients, re-
spectively, for a final total of 83 patients in the R-CHOP14 cohort. Tgble | shows that both
cohorts were similar in the majority of clinical characteristics (n = 157), with the R-CHOP14
cohort being younger.

Treatment and dose intensity reductions

Median number of cycles of R-CHOP received was 6 in both groups (range 1-8). Patients in
the R-CHOP14 cohort received primary G-CSF prophylaxis, whereas in the R-CHOP21 41%
of patients received secondary G-CSF prophylaxis. We reserved primary prophylaxis for the
28% of the patients with more than a 20% risk of febrile neutropenia following standard guide-
lines for G-CSF use [24, 25]. Thirty percent of the patients in the R-CHOP21 group needed no
G-CSF support. In both groups, 36% and 32% of patients were consolidated with radiotherapy,
respectively for R-CHOP21 and R-CHOP14 (p = 0.62).

In spite of the above presented differential G-CSF prophylaxis policy, median reduction in
RDI showed a tendency to be higher in the R-CHOP14 cohort: 9.2% versus 5.8% for
R-CHOP21 (p = 0.094). However, the percentage of patients with a reduction in RDI greater
than 15% between the two cohorts was similar (34% and 31% for R-CHOP14 and R-CHOP21
groups, respectively; p = 0.74). The causes for a higher than 15% reduction in the R-CHOP14
cohort (n = 28) were: infectious complications in 14 patients (48%), hematological toxicity in 6
(21%), age and comorbidities in 2 (7%), neurotoxicity in 2 (7%), poor compliance or logistic
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Table 1. Main clinical characteristics of the patients.

R-CHOP21 R-CHOP14 P
group (n = 74) group (n = 83)
Age (median & range) 65 (25-86) 55 (15-79) 0.001
Sex (WF) 34 (46%) / 40 (54%) 51 (61%) / 32 (38%) 0.056
ECOGPS>1 17 (23%) 18 (22%) 085
Ann Atbor stage NIV 40 (54%) 48 (58%) 0.75
B-symptoms 25 (34%) 26 (31%) 086
Elevated LDH 33 (46%) 40 (49%) 075
> 1 extranodal site 8(11%) 19(23%) 0.057
Bulky disease 23 (31%) 34 (41%) 024
aPI>1 31 (42%) 31 (38%) 063
R-PI unfavorable 24 (32%) 26 (32%) 1
NCCN-IPI: 0.31
-Low 9 (13%) 17 (21%)
- Low-intermediate 27 (39%) 35 (44%)
- High-intermediate 26 (38%) 24 (30%)
- High 7 (10%) 4(5%)
Elevated 32 (49%) 31 (39%) 024
Beta-2-microglobulin
Radiotherapy 27 (36%) 27 (32%) 0.62

R-CHOP: rituximab, cyciophosphamide, doxorubicin, vincristing, prednisone; M: male, F: lemale; ECOG PS: Eastern Cooperative Oncology Group
performance status; LDH: |actate detydrogenase, a-IPI: age-adjusted International Prognosis Index. R-IP: revised Intemational Prognosis Index;
NCCN-IPI: enhanced intematicnal prognostic index.
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problems in 2 (7%) and other non-related causes in 2 (7%). The causes for a higher than 15%
reduction in the R-CHOP21 cohort (n = 23) were: age and comorbidities in 12 (52%), hemato-
logical toxicity in 4 (17%), infectious complications in 2 (9%), mucositis in 2 (9%), poor com-
pliance in 1 (4%) and other non-related causes in 2 (9%).

Outcome and survival analysis between treatment groups

Overall response and complete response rates were similar in both groups: 86% and 76% for
R-CHOP21 and 94% and 74% for R-CHOP14 (p = 0.17 and p = 0.85, respectively). However,
when we considered only patients with higher than 15% reduction in RDI (n = 49), a signifi-
cant reduction in CR rate was observed in the R-CHOP21 compared to the R-CHOP14 cohort
(52% versus 82%, respectively; p = 0.033).

The median follow-up for living patients was 68 months (4-156). Tables 2-4 show the uni-
variate and multivariate analysis of prognostic factors influencing OS and PFS.

When considering the global group (Table 2), there were no differences between the two co-
horts in terms of either OS or PFS (Eig 1). A reduction higher than 15% in RDI was the only
factor independently associated with both a worse OS (RR 2.63) and PFS (RR 2.42). Older age
(RR 3.19) and ECOG PS:>1 (RR 2.25) also independently influenced O, and an unfavorable
R-IPI was also associated with a worse PFS (RR 2.62).

InR-CHOP21 (Igble 4), both a reduction higher than 15% in RDI (RR 7.41) and an unfa-
vorable R-IPI (RR 2.99) were independently associated with a worse OS. For PFS only a reduc-
tion higher than 15% in RDI (RR 4.41) was independently associated with worse PFS (Fig 2).
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Table 2. Prognostic factors influencing OS and PFS in the global group.

5y.08 , SypFS »
Age: aon (1]
- 080 88% (715-04) S (12-89
-0 85% (54-77) 7% (5519
Sex: as 09
- Mo 8% (69-53) 75N (85-85)
- Famae 9% (82-84) 2% (61-84)
ECOG PS: aon o
- 01 80% (75-53) 7% (89-85
-4 B0% (44-7¢) 3% 45-81)
Asnr Arbor stage: am 0008
-H 0% (69-5 % (78-04)
MV 4% (84-84) 4% (53-85)
Baymplom: ame a0
™ 3% (75-90) 1% (713-8)
Y B2 (48-7¢) S7% |2-1y
LOH: a1s 0087
- Noeal 84% (75-92) S (70-0)
- Elevaned 7% (56-78) 7% (56-19)
Exvamcdal shes: 047 04
.01 78% (85-92) 75% (6783
e 5% (4689 71% 53-89
Bulky daease: a8 0
-Ne T (85-55) TE% (87-85
- Y 75% (B3-85) TO% (S8-8%
Beta 2-microglobuin: a2 02
- Normal 85% (7704 % (7189
- Edvated 0% (56-82) 71% (50-84)
[ aon 0001
- Lowdet 8% (16-91) % (75-00)
-Hgh 0% (46-74) SE%440-71)
NCCN-AP: @001 0010
-Lowiet 8% (711-85) 75% (8782
-Heh % (569 8% (1185
Radictreragy: a2 025
-Yes 2% (71108 8% (80-91)
N 3% (B4-82) T0% (61-80)
ROl reduction: aoe 0001
-0-15% 3% (75-91) 2% (74-00)
5% €% (4879 s uaTy
Treatment greup: s 051
- RCHOP14 80% (71-80) 8% (57-88)
RCHOPZ1 0% (59-82) T0% (58-82
Multhowiste mnatysis
Overstt servival Progeession free survivid
Parameter AR 95% CO) » RR (95% CI) »
Age > 60 yesrs 319 (156653 a0 = =
ROl recuction >15% 263122526 ame 242 (1 24-489) 000
ECOG PS> 1 225 (1.12-45) Q@2 = =
R4PI — = 262 (1.35-509) 0005

0S: overall survival; PFS: progression-tree survival, ECOG PS: Eastem Cooperative Oncology Group performance status; LDH: lactate dehydrogenase,
&-P1: age-adjusted intemational prognosis index; R-IPI: revised Intemational Prognosis Index; NCCN-IPL: enhanced International Prognostic Index; RDI:
relative dose-ntensity, R-CHOP: rituximab, cyciop hamide, d dici 4
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Table 3. Prognostic factors influencing OS and PFS.
R-CHOP14 group R-CHOP21 group
5y-08 P 5y-PFS P 5y-08 P 5y-PFS P
Age: 0.057 02 0.008 0.17
- 0-60 86% (76-96) 80% (69-91) 86% (70-100) B1% (61-100)
>60 71% (54-87) 70% (52-87) 62% (47-77) 64% (49-79)
Sex 082 088 0.63 0.85
- Male 80% (69-91) 78% (66-90) 74% (57-92) 71% (55-87)
- Female 80% (66-95) 74% (59-80) 67% (52-83) 70°% (54-87)
ECOG PS: 0.021 019 0032  61%(47-74) 0.34
-0-1 84% (74-93) 79% (69-89) 75% (62-89) 73% (55-90)
-2-4 67% (45-88) 66% (42-90) 53% (28-77) 61% (47-74)
Ann Arbor stage: 0.09 0.01 0.82 017
-HI 85% (73-97) 91% (81-100) 72% (56-87) B1% (54-100)
- lIHV 76% (64-88) 65% (51-80) 68% (50-87) 60% (46-74)
B-symptoms: <0.001 0.005 0.88 0.33
-No 91% (83-98) 85% (75-95) 72% (59-86) 76% (57-95)
-Yes 57% (38-76) 55% (34-76) 65% (43-88) 56% (34-81)
LDH: 024 0.057 0.41 0.48
- Normal 90% (80-99) 84% (72-96) 76% (61-91) 75% (59-91)
- Elevated 69% (55-84) 70% (54-85) 62% (44-81) 64% (45-82)
Extranodal sites: 0.14 027 0.73 083
-0-1 85% (77-94) 78% (67-88) 70% (58-83) 70% (52-89)
-1 63% (41-85) 71% (49-92) 71% (38-100) 73% (41-100)
Bulky disease: 045 0.049 0.65 085
-No 85% (75-95) 82% (71-94) 67% (52-82) 68% (53-83)
- Yes 73% (58-88) 67% (50-84) 78% (61-95) 75% (56-94)
Beta-2-microglobulin: 0.38 048 0.008 027
- Normal 83% (72-94) 78% (66-90) 89% (78-100) 83% (70-97)
- Elevated 77% (62-92) 74% (58-91) 61% (41-80) 65% (45-86)
RPI: 0.18 0010 0.023 0.022
- Low-int 87% (78-96) 85%(75-95) 78% (65-91) B1% (69-92)
- High 65% (47-84) 60% (40-80) 55% (33-76) 4%% (25-73)
NCCN-IPL <0.001 0.014 0.059 0.18
- Low-int 82% (74-91) 78% (68-87) 72% (59-85) 70% (57-83)
- High 25% (0-67) 50% (0-100) 38% (0-77) 44% (0-88)
Radiotherapy: 0.16 0.79 0.73 0.18
-Yes 85% (72-98) 78% (62-93) 7% (60-95) B27% (85-96)
-No 78% (66-89) 75% (63-87) 66% (51-82) 64% (48-79)
RDI reduction: 082 012 <0.001 <0.001
-0-15% 79% (68-80) 82% (71-93) 88% (77-98) B2% (71-94)
->15% 82% (67-96) 65% (47-84) 37% (27-48) 43% (19-67)

R-CHOP: rituximab, cyclophosphamide, adriamycin, vincristing, predniscne. OS: overall sunvival PFS: progression free sunival. ECOG PS: Eastern
Cooperative Oncology Group Performance Status. LDH: lactate dehydrogenase. R-IPI: revised inemational pregnosis index. NCCN-IPL: an enhanced

intemational prognostic index. RDI: relative dose-intensity.
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Tabled. Multivariate analysis.
R-CHOP21 cohort
Overall survival Progression-free survival
Parameter p RR (exp. B) 95% CI p RR (exp. B) 95% CI
RDI reduction >15% <0.001 74 251-21.83 0.001 441 1.77-1099
Unfavourable R-IPI 0.032 29 1.1-8.16 - - -
R-CHOP14 cohort
Overall survival Progression-free survival
Parameter [ RR (exp. B) 95% Cl ] RR (exp. B) 95% CI
High NCCN-IPI 0.005 7.09 1.83-27.42 - - -
B-symptoms <0.001 5.37 211-137 - - -
Ann Arbor stage - - - 0.004 6.26 1.77-22.13
Bulky disease = - - 0.005 4.05 1.54-10.67

R-CHOP: rituximab, cyclophosphamide, adriamycin, vincristine, prednisone. RDI. relative dose-intensity. RR: relative risk. R-IPI: revised intemational
prognesis index. NCCN-IPI: an enhanced intemational prognostic index.

600101371 fournal pore 0123878 1004

By contrast, in the R-CHOP14 group an unfavorable NCCN-IPI (RR 7.09) and the presence of
B-symptoms (RR 5.37) was independently associated with worse OS, and a AA stage III-IV
(RR 6.26) and bulky disease (RR 4.05) were independently related to worse PFS. RDI reduc-
tions showed no statistical significance on OS or PFS in patients treated with R-CHOP14.
However there was a mild trend towards a better PFS in patients with RDI reduction lower
than 15%. This may suggest that in R-CHOP14 it is also an important factor but that patients
treated with R-CHOP14 have a wider margin of security associated with its higher dose-density
(Fig2).

R-CHOP21 remains the standard of care for patients with DLBCL. In recent phase I11 trials an
increase in dose-density did not lead to a better outcome. There were no differences observed
in terms of response, PFS or OS between R-CHOP21 and R-CHOP14 7, 8]. In our series we
also found no differences, with both regimens showing a similar outcome (Fig 1).
Furthermore, R-CHOP14 proved to be more toxic and there were more difficulties in main-
taining RDI in the GELA study. In our series, RDI reductions showed a tendency to be higher
in the R-CHOP14 cohort (9.2% versus 5.8% in the R-CHOP21 cohort) (p = 0.094). Delarue
et al. reported a median RDI reduction of around 12% for R-CHOP14, and 2% for R-CHOP21
(p<0.001)[8]. Another British trial reported similar median RDI between groups [7]. However,
in both trials the R-CHOP14 median RDI of all important drugs relative to R-CHOP21 pa-
tients was 134% and 150%, respectively. With both regimens having similar effectiveness, the

Fig 1. 5-year OS and PFS in R-CHOP21 and R-CHOP14 cohorts.

65101371 fournal pore. 0123078.6001
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Fig 2. Diferential impact of RDI reduction in R-CHOP21 and R-CHOP14 cohorts.
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direct consequence is that RDI reductions seem to have much more relevance in R-CHOP21
than in R-CHOP14.

RDI is an important issue in oncology. Early studies analyzed its role in breast cancer and
other malignancies such as Hodgkin lymphoma[26, 27). Dose intensity (DI) represents the
amount (mg/m2) of a drug administered per unit time (week) and RDI reflects whether DI
was implemented as planned. Multiple works have reported a correlation between RDI and
survival prognosis.

In 1990 the impact of RDI in DLBCL was described using CHOP regimen or others with
higher intensity[16-18]. After the addition of rituximab to the CHOP scheme (R-CHOP), an-
other report described that mortality was affected by RDI|20]. In these works several cutoffs
were used to define RDI reduction: 25%, 15% and median RDL. In our analysis we selected
15%, as this is the most used in RDI studies, both in lymphoma and solid malignancies. Never-
theless, we also tried several cutoffs and finally this was the best one for balancing clinical value
and statistical potency.

As expected, in our series RDI reductions only made an impact on the R-CHOP21 group
but not R-CHOP14 (Eig 2). Moreover, in the R-CHOP21 group, a greater than 15% reduction
in RDI was independently associated with both OS and PFS, with R-IPI also independently
influencing OS while RDI reductions had no impact in the R-CHOP14 group. In fact, patients,
with and without a greater than 15% reduction, had 82% and 79% 5y-OS (p = 0.82) and 65%
and 82% 5y-PFS (p = 0.12), respectively.

Nonetheless, in most large-scale clinical trials RDI tends to remain satisfactory. However,
for several reasons in routine clinical practice it is not always easy to maintain RDL The first
step to manage this problem is to realize that the problem exists, and the second is to analyze
the causes and potential solutions. We demonstrate that in the past in our center we have had
this problem, as the 31% of patients that suffered greater than 15% of RDI reduction fared
worse than patients without this reduction in patients treated with R-CHOP21 but not for the
34% with the same reduction that received R-CHOP14 (in either our center or the other two
participating hospitals). Furthermore, this was independent of standard clinical prognostic
factors.
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The reasons for these RDI reductions were: advanced age, comorbidities, hematologic toxic-
ity or complications such as infections, patient’s social factors or calendar conflicts. In our
R-CHOP21 cohort half of these reductions were related to age and comorbidities but also to
toxic events including infections, which may be anticipated or carefully monitored. Older pa-
tients often do not receive the same dose intensity or density as young patients. Lyman et al. re-
ported several independent prognostic factors of dose-intensity reduction: age older than 60
years, advanced disease stage, poor performance status, and no prophylactic G-CSF use[28].
Interestingly, age was no longer a significant risk factor in patients who received G-CSF.

With this in mind, and considering the risk of hematologic toxicity, predictive models based
on the identified risk factors for reduced RDI should be considered to decide the appropriate
supportive care, including administration of hematopoietic growth factors, which facilitates the
delivery of full chemotherapy dose. Zelenetz [29] identified older age, low albumin, presence of
hepatic dysfunction, bone marrow involvement by the disease and/or low neutrophil at diagno-
sis as predicting factors for high risk of neutropenia in the first cycle of chemotherapy and
thereby potential risk for lower dose intensity. Intragumtornchai et al. [30] have proposed an-
other model for predicting life-threatening neutropenia after the first course of CHOP in ag-
gressive NHL without taking age into account. In this model, the presence of low albumin
levels, high LDH and bone marrow involvement by the lymphoma predicted a 72% rate of fe-
brile neutropenia with full dose of CHOP as the therapeutic regimen.

Other studies focused on the possibility of delivering full doses of active drugs in older pa-
tients by using growth factors assuming that this may have an impact on the outcome [4, 31].
By taking into consideration all this evidence, guidelines have been developed that recommend
the use of G-CSF in older patients receiving treatment with intention to cure (24, 25]. Growth
factors should be administered to patients receiving chemotherapy associated with febrile neu-
tropenia (>20%) or to patients for whom reductions in chemotherapy dose density or intensity
are known to be associated with poor prognosis.

Doxorubicin is a key drug in the treatment of this type of lymphoma but it is often withheld
from older patients because of its cardiotoxicity [32]. Hershman et al. [33] reported that older
patients with DLCL receiving doxorubicin were more likely to develop chronic heart failure,
with hypertension being the only synergistic risk factor with this drug, Less cardiotoxic formu-
lations of doxorubicin, such as liposomal doxorubicin, may be less cardiotoxic and with a simi-
lar outcome [34).

Patient's social factors or calendar conflicts may generate RDI reductions. Some associated
with the patient and others to the Health System: waiting lists and work overload exceeding
system capacity. In both cases the key is that patients and physicians recognize the importance
of RDI in DLBCL treated with R-CHOP21.

Overall in our series there were no differences in terms of response or survival between patients
treated with R-CHOP21 or R-CHOP14. A tendency towards a higher rate of RDI reduction was
observed in the R-CHOP14 group. However, the impact of RDI reductions on response and sur-
vival was only observed in the R-CHOP21 group but not in patients treated with R-CHOP14. We
conclude that, if RDI reductions are avoided, R-CHOP21 and R-CHOP14 are equivalent regimens
in terms of response and survival. For patients receiving R-CHOP21 we recommend using clinical
and support measures in order to avoid RDI reductions.
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