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RESUMEN

FUNDAMENTO Y OBJETIVOS: El linfoma folicular es un Linfoma no Hodgkin
(LNH) derivado de la expansion neoplésica de linfocitos B procedentes del centro
germinal. Es el segundo subtipo de LNH mas frecuente. Se caracteriza por ser una
enfermedad de crecimiento lento que no suele manifestarse de forma precoz. A
pesar del tratamiento recibido, la mayoria recaen, por lo que se le considera una

enfermedad incurable a la terapia convencional.

La incorporacién del rituximab, un anticuerpo monoclonal quimérico anti-CD20,
como inmunoterapia en el tratamiento del linfoma folicular se ha convertido en
una terapia esencial, mejorando de forma significativa la supervivencia y
presentando un perfil de toxicidad aceptable. Sin embargo, todavia existen dos

restos importantes, como son la falta de respuesta al tratamiento y las resistencias.

La variabilidad interindividual en la respuesta a los fdrmacos es bien conocida y
plantea un problema en la medicina, asocidandose tanto a factores genéticos como
no genéticos. La farmacogenética estudia la variacion individual de la respuesta
farmacologica segin la secuencia de ADN de un paciente y tiene por objetivo
identificar variaciones genéticas o polimorfismos en genes relacionados con el
mecanismo de accion de los fdrmacos que puedan influir en su eficacia y

seguridad.

La apoptosis se ha establecido como uno de los mecanismos de accion del
rituximab, por lo que identificar polimorfismos en genes que codifican para
moléculas implicadas con la apoptosis, tales como FAS, FASL, TRAILR1, TRAIL y
TNFR1, que puedan influir en la variabilidad de la respuesta podria ser ttil en el
manejo clinico de los pacientes con linfoma folicular tratados con rituximab. Por
el momento, no existen estudios publicados que analicen la influencia de estos
polimorfismos y la respuesta a rituximab, de ahi la importancia de investigar
acerca de los mismos. El objetivo principal de este estudio es evaluar la influencia
de polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) en genes que codifican para
receptores y ligandos relacionados con la apoptosis, en la respuesta al tratamiento



de induccién en primera linea con rituximab, en pacientes diagnosticados de

linfoma folicular.

MATERIAL Y METODOS: En el estudio se incluyeron 126 pacientes
diagnosticados de linfoma folicular procedentes de las Areas de Salud IT y VI del
Servicio Murciano de Salud que iniciaron tratamiento de induccién en primera
linea con esquemas farmacoldgicos que contenian rituximab. La respuesta
obtenida a mitad del tratamiento de induccién y al finalizar el mismo se evaluo
mediante técnicas de imagen (TAC o PET-TAC). Los SNPs en genes que codifican
para receptores y ligandos relacionados con la apoptosis estudiados fueron
TRAILR1 1520575, TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229, TRAIL rs12488654, FAS
rs1800682, FASL rs763110 y TNFR1 rs757455. También se evaluaron diversas
variables clinicas que podian influir en la respuesta al tratamiento. El andlisis
estadistico realizado ha consistido en un analisis descriptivo, andlisis de la
asociacion de las variables a estudio con la respuesta, andlisis de la asociacion de
las variables a estudio con los polimorfismos, analisis univariante mediante
regresion logistica binaria no ajustada, andlisis de regresion logistica binaria

multivariante y analisis de supervivencia.

RESULTADOS: No se ha encontrado asociacién significativa entre los
polimorfismos TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229, TRAIL rs12488654 y FAS
rs1800682 con la respuesta. Sin embargo, el genotipo AA para TNFR1 rs757455 fue
mas elevado en el grupo de respondedores parciales/no respondedores
[RpP/NoRp (49,2%)] que en el de respondedores (30,3%) a mitad del tratamiento,
presentando una tendencia a la significacion estadistica (p=0,077). El analisis
multivariante a mitad del tratamiento mostrd que la evaluaciéon mediante PET-
TAC (OR=3,215, 1C95% 1,020-10,137, p=0,046) y el genotipo AA para TNFRI
rs757455 (OR=2,849, 1C95% 1,037-7,824, p=0,042) fueron factores predictores
positivos independientes de no respuesta completa a rituximab, en un modelo
multivariado parsimonioso con una buena calibracion [Chi? de 6,848 (6 grados de
libertad, p=0,335)] y discriminacién [estadistico C=0,722 (IC95% 0,615-0,828)].
Asimismo, el genotipo CC para TRAILR1 rs20575 fue mas elevado en el grupo de
respondedores (27,5%) que en el de RpP/NoRp (11,8%) al final del tratamiento
presentando una tendencia a la significacion estadistica (p=0,064). El genotipo CC
para FASL rs763110 también presentd diferencias estadisticamente significativas

en la distribucion (p=0,028), siendo mas frecuente en el grupo de respondedores



(34,1%) que en el de RpP/NoRp (14,3%) al final del tratamiento. En el andlisis
multivariante al final del tratamiento mostré que el género femenino (OR=0,370,
IC95% 0,142-0,963, p=0,042) y el genotipo CC para TRAILR1 rs20575 (OR=0,126,
IC95% 0,025-0,631, p=0,012) fueron factores predictores negativos independientes
de no respuesta completa a rituximab, en un modelo multivariado parsimonioso
con una buena calibracion [Chi? de 3,619 (7 grados de libertad, p=0,823)] y
discriminacion [estadistico C=0,753 (IC95% 0,660-0,847)].

CONCLUSIONES: En pacientes con linfoma folicular tratados con rituximab
como farmaco incluido en esquemas de induccioén en primera linea se ha podido
establecer relaciones de asociacion significativa entre la respuesta al tratamiento y

SNPs en genes que codifican para moléculas relacionadas con la apoptosis.

PALABRAS CLAVE: Rituximab, linfoma  folicular,  polimorfismo,

farmacogenética, apoptosis, SNP, anticuerpo monoclonal, respuesta.






ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Follicular lymphoma is a non-Hodgkin
lymphoma (NHL) derived from a neoplastic expansion of B cells from the
germinal center. It is the second most common subtype of NHL and is
characterized by a slow-growing pattern that does not usually manifest itself
early. Despite the treatment received, the majority relapse, and is therefore

considered an incurable disease to conventional therapy.

The incorporation of rituximab, a chimeric anti-CD20 monoclonal antibody, as
immunotherapy in the follicular lymphoma treatment has become an essential
therapy, significantly improving survival and presenting an acceptable toxicity
profile. However, there are still two important concerns, such as lack of treatment

response and resistance.

The interindividual variability in the drugs response is well known and raises a
problem in medicine, being associated with both genetic and non-genetic factors.
The pharmacogenetic studies the individual variation of the pharmacological
response according to the DNA sequence of a patient and aims to identify genetic
variations or polymorphisms in genes related to the mechanism of action of drugs

that may influence its efficacy and safety.

Apoptosis has been established as one of the mechanisms of action of rituximab,
thus identifying polymorphisms in genes coding for molecules involved with
apoptosis, such as FAS, FASL, TRAILR1, TRAIL and TNFR1, which may influence
the variability of response, may be useful in the clinical management of follicular
lymphoma patients treated with rituximab. At the moment, there are no
published studies that analyze the influence of these polymorphisms and the
rituximab response, hence the importance of investigating them. The main
objective of this study is to evaluate the influence of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) on genes encoding apoptosis-related receptors and
ligands in response to first-line induction therapy with rituximab in follicular
lymphoma patients.



MATERIAL AND METHODS: The study included 126 patients diagnosed with
follicular lymphoma from the Health Areas II and VI of the Murcia Health Service
who started induction treatment in the first line with pharmacological regimens
containing rituximab. The response obtained halfway through the induction
treatment and at the end of the treatment was evaluated using imaging
techniques (CT or PET-CT). The SNPs in genes coding for apoptosis-related
receptors and ligands were TRAILR1 rs20575, TRAILR1 1s20576, TRAILR1
rs2230229, TRAIL rs12488654, FAS rs1800682, FASL rs763110 and TNFR1 rs757455.
A number of clinical variables that could influence response to treatment were
also evaluated. The statistical analysis consisted of a descriptive analysis, analysis
of the association of study variables with the response, analysis of the association
of study variables with polymorphisms, univariate analysis by non-adjusted
binary logistic regression, multivariable binary logistic regression analysis and

survival analysis.

RESULTS: No significant association was found between the polymorphisms
TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229, TRAIL rs12488654 and FAS rs1800682 with
the response. However, TNFR1 rs757455 AA genotype was more frequent in mid-
treatment partial responders/non-responders [RpP/NoRp (49.2%)] than
responders (30.3%), showing a trend towards a statistical significance (p=0.077). In
the multivariate analysis at mid-treatment, PET-CT (OR=3.215, CI95% 1.020-
10.137, p = 0.046) and TNFRI1 rs757455 AA genotype (OR=2.849, CI95% 1.037-
7.824, p=0.042) were independent positive predictive factors of complete non-
response to rituximab, in a multivariate model with good calibration [Chi? of
6.848 (6 degrees of freedom, p=0.335)] and discrimination [C-statistic=0.722 CI95%
0.615-0.828)]. Also, TRAILRI 1s20575 CC genotype was more abundant in
responders (27.5%) than RpP/NoRp (11.8%) at the end of the treatment, this
association showing a trend towards a statistical significance (p=0.064). FASL
rs763110 CC genotype also had statistically significant differences in the
distribution (p = 0.028), showing to be more frequent in responders (34.1%) than
RpP/NoRp (14.3%) at the end of the treatment. In the multivariate analysis at the
end of treatment, female gender (OR=0.370, CI95% 0.142-0.963, p=0.042) and
TRAILR1 rs20575 CC genotype (OR=0.382, CI95% 0.025-0.631, p=0.012) were
independent negative predictors of complete non-response to rituximab, in a



multivariate model with good calibration [Chi? of 3.619 (7 degrees of freedom,
p=0.823)] and discrimination [C-statistic=0.753 (CI95% 0.660-0.847)].

CONCLUSIONS: In follicular lymphoma patients treated with rituximab as a
drug included in first-line induction schemes it has been possible to establish
relationships of significant association between the response to treatment and
SNPs in genes encoding apoptosis-related molecules thus paving the way for a
tailored therapy in these patients.

KEYWORDS: Rituximab, follicular lymphoma, polymorphism,
pharmacogenetics, apoptosis, SNP, monoclonal antibody, response.
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I - INTRODUCCION

1.1. LINFOMA FOLICULAR

1.1.1. Caracteristicas generales

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias del sistema linfatico
(bazo, timo, ganglios linfaticos y médula Osea) que se originan a partir de la
proliferacion de unas células conocidas como linfocitos cuya funcién principal es
defender al organismo frente a agresiones externas (infecciones) e internas (cancer

y enfermedades autoinmunes) (1-3).

Los linfomas se pueden clasificar en dos grandes grupos: los linfomas de
Hodgkin (LH) que representan alrededor del 10% de casos y se caracterizan por la
presencia de un tipo de células llamado Reed-Sternberg (4), y los linfomas no
Hodgkin (LNH) que abarcan el 90% de los linfomas y que tienen su origen a
partir de los linfocitos B, linfocitos T y, de manera menos frecuente, de las células
Natural Killer (NK). Aproximadamente, el 80-85% de los LNH en adultos se
originan a partir de linfocitos B (5-7).

El linfoma folicular es un tipo de LNH bien caracterizado derivado de los
linfocitos B maduros presentes en el centro germinal del ganglio linfatico. Se le
considera un tipo de linfoma indolente debido a su crecimiento lento, con
frecuentes diagndsticos en estadios avanzados de la enfermedad. Es, ademas, el

LNH indolente mas frecuente (8).

En la mayoria de los pacientes con linfoma folicular, el ganglio linfatico es el
principal 6rgano donde se localizan las células neoplasicas. Estructuralmente, el
ganglio linfatico se organiza en tres compartimentos: la corteza (parte externa), la
paracorteza y la médula (parte interna), tal y como se muestra en la Figura 1.1.
Los foliculos que contienen los centros germinales se encuentran dentro de la

corteza, separados por compartimentos. Los linfocitos B, generalmente, se
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encuentran en los foliculos dentro de la corteza exterior, mientras que los

linfocitos T estan presentes principalmente en la paracorteza y la médula (9).

Celulas de cortezainterna Céulas srededor del centro | | CAWs en & cintro gereinal ce la corteza
germinaldelacortezaenterma | | M
-~ " N . > \
@ @ 2 VW
Ceélulas Células B Células B Calylas Macrofagos
Pt dendritscas

Valvula

Ruta del flujo linfitico a
través del garglio linfatico

Vaso lindatico eferente
Semablqsnlx
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Vasas lintatscos = l
afecentez Seno medular

— meu}mm

Figura 1.1. Estructura y composicién de un ganglio linfatico [adaptado de (10)].

1.1.2. Epidemiologia

1.1.2.1. Epidemiologia del LNH

LNH es la 8% causa de diagnostico de cancer en hombres y la 11% causa en

mujeres. En general, la enfermedad predomina mas en los hombres y representa
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un 5,1% de todos los casos de neoplasia (11). La incidencia del LNH es mas
elevada en los paises desarrollados, variable segiin el area geografica y la raza,
destacando Norteamérica, Europa, Oceania, Australia y Nueva Zelanda como las
areas de mayor incidencia. Por el contrario, la tasa mas baja se estima en Asia
(11,12). En la Figura 1.2 se muestran las tasas de incidencia estandarizadas por
edad por cada 100.000 personas y afio (2012) del LNH.

Non-Hodgkin lymphoma
- o
B 5470
[ R
= 264.1
<26

No Data

Figura 1.2. Estimacion de las tasas de incidencia estandarizadas por edad por cada 100.000
personas y afio (2012) del LNH (12).

En 2012, se estimaron 386.000 nuevos casos (2,7% de todos los canceres) y
200.000 muertes (2,4% de todas las muertes por cancer) por LNH a nivel mundial
(12). En la Region de Murcia, segun el Registro de Cancer de Murcia, la tasa de
incidencia de LNH ajustada a la poblacion europea estandar aumento de 5,2 casos
por 100.000 habitantes por ano en 1983 a 13,1 en 2003 en hombres y de 4,8 casos
por 100.000 habitantes por ano a 10,5 en mujeres (13). De igual modo, a partir del
ultimo tercio del siglo XX, las tasas de incidencia mundial de LNH aumentaron
de forma continuada en todos los grupos de edad y en ambos sexos (7), lo que
parece estar relacionado con la evolucion de las técnicas diagndsticas (14), hasta

que a finales de los afios 90 este aumento tendi6 a estabilizarse (15).

1.1.2.2. Epidemiologia del linfoma folicular

El linfoma folicular es el segundo subtipo mas frecuente de LNH después
del linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) y juntos suponen mas del 60%
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del total de los linfomas (8). El linfoma folicular representa alrededor del 20% de
los linfomas en los paises occidentales (16). Se presenta con mayor frecuencia en
adultos y ancianos con una mediana de edad al diagndstico de 60-65 afos y con
un ligero predominio en las mujeres (17,18). La incidencia mundial no se conoce
con exactitud debido a la falta de datos epidemiologicos de algunos paises. La
mayoria de los datos provienen de los estudios retrospectivos realizados en
pacientes procedentes de Estados Unidos y Europa (19). En Estados Unidos, se ha
estimado una incidencia de 3,18 casos por 100.000 habitantes por afo,
representando un 35% de los LNH (20), mientras que la tasa ajustada por edad en
Europa segun el Registro Europeo HAEMACARE es de 2,18 casos por 100.000
habitantes por afio (21). En un estudio espanol realizado entre 1999 y 2009, se
registraron 3651 neoplasicas linfoides, represetando el linfoma folicular el

segundo subtipo mas frecuente con un 18% de los diagnosticos (22).

1.1.3. Etiopatogenia

En la actualidad son muchos los factores de riesgo asociados al desarrollo
del LNH y, més concretamente, del linfoma folicular, aunque se desconoce la
etiologia exacta. Estudios epidemiologicos evidencian la implicacion de diversos
agentes infecciosos, como el Virus de Epstein-Barr, Helicobacter pylori, Virus de la
Hepatitis C (VHC) o Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), con una
mayor predisposicion a desarrollar diferentes subgrupos de LNH (23-25). Otros
factores que pueden actuar como desencadenantes de la enfermedad son
situaciones de inmunodeficiencia congénita (ataxia-telangiectasia,
inmunodeficiencia grave combinada) o adquirida (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, postrasplante de Odrganos y exposicion a

farmacos/toxinas quimicas) (7,26,27).

En el linfoma folicular, se ha identificado el consumo de tabaco,
principalmente en mujeres (28-31), la obesidad en adultos jovenes (30) y la
exposicion a agentes quimicos o tdxicos medioambientales como pesticidas,
herbicidas, tintes del pelo (32,33) o disolventes industriales (34,35) como factores
de riesgo que juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. El
Sindrome de Sjogren ha sido la tnica enfermedad autoinmune asociada

negativamente con el linfoma folicular, observandose un aumento del riesgo
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(27,30). No obstante, algunos factores han presentado efectos opuestos
relacionados con la etiologia de la neoplasia. Por todo ello, se sugiere que el
linfoma folicular es una enfermedad con una etiologia multifactorial en la que
intervienen tanto factores ambientales como genéticos (30).

Los LNH se desarrollan a partir de una alteracion en la diferenciacion de los
linfocitos T y B, provocando la proliferacion descontrolada de los mismos. Las
caracteristicas inmunofenotipicas de las células neopldsicas son similares a las
observadas en los linfocitos normales, asi se consigue diferenciar cada subtipo de
neoplasia linfoide mediante la identificacion de la célula que se encuentra

alterada, tal y como se observa en la Figura 1.3 (36).
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Figura 1.3. Origen celular de los linfomas de células B [adaptado de (36)].

El linfoma folicular es wuna entidad clinicopatoldgica heterogénea

caracterizada por presentar un patron infiltrativo nodular, con células de estirpe
linfoide B, que imita la arquitectura del foliculo secundario del ganglio linfatico

normal. La proliferaciéon de los linfocitos B se origina en la zona centro-folicular
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del ganglio, proporcionandole un aspecto nodular tanto de forma macroscépica
como microscopica. La composicion celular es similar a la que presenta
normalmente el centro germinal, incluyendo un conjunto heterogéneo de células
no neopldsicas tales como los linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas
foliculares y macrofagos (36,37). En la morfologia de los foliculos neoplasicos se
pueden diferenciar dos tipos de células B neoplasicas, las células pequefias o
centrocitos y las células grandes o centroblastos, constituyentes del centro

germinal reactivo (38,39).

Generalmente, el linfoma folicular estd caracterizado por un
inmunofenotipo uniforme. Los linfocitos B neoplasicos expresan en su superficie
una serie de marcadores, como los antigenos CD19, CD20, CD22, CD79a, CD79b,
CD10 y BCL6 (40), mientras que carecen de la expresion de CD5, CD23 y, en
algunas ocasiones, de CD43 (41). Estos marcadores pueden actuar como dianas
frente a la accion de determinadas terapias bioldgicas con anticuerpos
monoclonales especificos como es el rituximab (42). La alteracidn citogenética mas
frecuente es la translocacidn cromosomica t(14;18)(q32;q21), presente en
aproximadamente un 85% de los casos (43,44). Esta translocacion implica el
reordenamiento del proto-oncogén BCL2 (linfoma de células B 2) en el
cromosoma 18, su activacion y la posterior sobreexpresion de la proteina BCL2
(45). Esta proteina es una potente molécula antiapoptdtica expresada en los
linfocitos B del manto peri-folicular y post-folicular con la funcién de promover la
produccion de los linfocitos B de memoria. Mientras que, en condiciones
normales, los linfocitos B que entran en el centro germinal carecen de la expresion
de la proteina BCL2 y, por lo tanto, son eliminados por apoptosis, en el linfoma
folicular se origina una acumulacion de linfocitos B con una vida media
prolongada debido a la sobreexpresion de BCL2 (38). A pesar de la presencia de
dicha translocacion, no se considera un factor unico y suficiente en la
linfomagénesis (7,38,46). El desarrollo y la progresion del linfoma folicular estan
favorecidos por interacciones complejas entre las células B neopldsicas y el
microambiente que las rodea. Las células neopldsicas pueden manipular el
microambiente alterando la diferenciacion de las células inmunitarias, atrayendo
a las células T reguladoras o monocitos supresores o secretando citoquinas que
promuevan un ambiente inmunosupresor (9,47). En la Figura 1.4 se muestra la

propuesta de un modelo del microambiente relacionado con el linfoma folicular.
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Figura 1.4. Propuesta de un modelo del microambiente relacionado con el linfoma
folicular (48).

1.1.4. Clasificacion de los linfomas

A lo largo de la historia, las clasificaciones de los linfomas han presentado
multiples modificaciones asociadas a un mayor conocimiento de la biologia de las
células linfoides y al desarrollo de nuevas tecnologias de estudio, inmunoldgicas,

citogenéticas y moleculares, utilizando distintos sistemas de clasificacion.

Los primeros sistemas de clasificacién, entre los que hay que destacar la
clasificacion de Rappaport (1966, EEUU) (49), se basaron en caracteristicas
morfologicas, en la arquitectura y la citologia ganglionar, lo que permiti6
correlacionar el tipo histologico del linfoma con el pronostico de la enfermedad
(50). Los avances en el desarrollo de la inmunologia permitieron definir las
caracteristicas inmunofenotipicas de las distintas entidades nosoldgicas que
compartian un perfil clinico, prondstico y tratamiento similar, ampliando el

conocimiento de las mismas. Por ello, mediante los estudios inmunologicos que
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distinguian ente las estirpes linfoides B y T, surgieron las clasificaciones de Kiel
(1974, Alemania) (51) y Lukes-Collins (1974, EEUU) (52).

Un Comité Internacional de Expertos elabor6 en 1982 una clasificacién de
consenso, conocida como Working Formulation, con el objetivo de establecer
correlaciones con las categorias previas y aportar informacion sobre el pronostico,
el curso clinico y la supervivencia de la enfermedad, agrupando los diferentes
subtipos en tres grupos (bajo, intermedio y alto grado), util desde el punto de
vista clinico debido a las implicaciones terapéuticas asociadas con cada grupo
(50).

En 1994 el Grupo Internacional del Estudio del Linfoma (ILSG) redacté la
“Revised European-American Classification” (REAL), una nueva clasificacion de las
neoplasias linfoides que incorporaba la informacion procedente de las nuevas
tecnologias de inmunohistoquimica, inmunofenotipaje y genética molecular a la
presentacion y curso clinico (53). La clasificacion REAL ha sido la base para el
desarrollo de las posteriores clasificaciones elaboradas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la primera en 2001 (54), su modificacion en 2008 (8) y,
recientemente, su actualizacion en 2016, amplidndose el abanico de entidades
respecto al anterior, siendo ésta la clasificacion vigente utilizada en la actualidad
para tipificar los linfomas (55). Las clasificaciones de la OMS de 2008 y 2016
definen las entidades patoldgicas segin el linaje celular y el grado de
diferenciacién e incorporan toda la informaciéon disponible, incluyendo los
hallazgos clinicos y diagndsticos objetivos. A diferencia de las clasificaciones
anteriores que se centraban en el curso clinico (indolente, agresivo, muy agresivo)
o en el grado de malignidad (bajo, intermedio o alto grado), las clasificaciones de
la OMS excluyen los diferentes grados de malignidad debido a que cada entidad
puede estar influenciada por diversos factores pronodstico, en relacién con las
caracteristicas morfoldgicas, inmunoldgicas, genéticas, moleculares y clinicas, que
pueden hacer que se englobe en un grupo o en otro. En esta nueva actualizacion
de 2016, se incorpora una gran informaciéon publicada en estos ultimos afos
relacionada con las entidades existentes con importantes implicaciones
diagnosticas, pronosticas y terapéuticas (55).

El linfoma folicular se ha clasificado tradicionalmente de acuerdo al nimero
y la distribucidon morfoldgica de centroblastos presentes en el foliculo neoplasico,

estratificindose en tres grados histoldgicos (56):
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- Grado 1 con 0-5 centroblastos por campo microscopico de gran aumento.
- Grado 2 con 6-15 centroblastos por campo microscopico de gran aumento.
- Grado 3 con > 15 centroblastos por campo microscopico de gran aumento.

La clasificacion de 2008 de la OMS engloba al linfoma folicular con menos
de 15 centroblastos en una unica categoria denominada como grado 1-2, sin
recomendar una separacion adicional, considerandolo como un linfoma de bajo
grado (8). Asimismo, el grado 3 se subdivide en dos tipos, el grado 3A
caracterizado por la presencia de centrocitos y el grado 3B carente de centrocitos,
compuesto tnicamente de cetroblastos (40,56,57). Varios estudios han identificado
diferencias bioldgicas entre los dos subgrupos 3A y 3B relacionando linfoma
folicular grado 3B con el LDCBG debido a un comportamiento clinico mas

agresivo (58-60).

1.1.5. Manifestaciones clinicas

El comportamiento clinico de los linfomas foliculares es muy heterogéneo,
dependiendo del grado histoldgico y de la extension de la enfermedad (61). De
manera general, se caracteriza por un curso clinico indolente donde muchos
pacientes permanecen asintomaticos largos periodos de tiempo hasta el desarrollo

de la enfermedad en fases mas avanzadas (62).

La presentacion clinica mdas habitual es en forma de linfoadenopatias
periféricas generalizadas, indoloras, de crecimiento progresivo y con diversas
localizaciones a nivel de las regiones cervical, axilar, inguinal y femoral. Es
frecuente que exista una historia de adenopatias fluctuantes, en la que los
ganglios linfaticos aumentan y disminuyen espontdneamente de tamafo a lo
largo de los afios. El linfoma folicular también puede manifestarse con una serie
de sintomas generales, conocidos como “sintomas B”, que engloban la pérdida de
peso superior al 10% del peso habitual, fiebre persistente no justificada superior a
38°C y sudoracién nocturna. Estos sintomas aparecen en hasta un 20% de los
pacientes y son indicativos de una enfermedad extendida y avanzada que

implican un mal prondstico del linfoma folicular (63-66).

Otras manifestaciones que pueden aparecer son determinados sintomas

especificos relacionados con los 6rganos infiltrados por el linfoma, como el dolor
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tordcico y abdominal, el sindrome de compresion de vena cava superior, el
sindrome de compresion medular, la astenia o la ascitis (63,64). Las adenopatias a
nivel abdominal, pélvico o retroperitoneal pueden estar compuestas por masas

voluminosas conocidas como masas “bulky” (39).

1.1.6. Diagnostico

El diagnostico del linfoma folicular se realiza mediante el estudio de
extension, que incluye una serie de exploraciones que permiten detectar la
extension exacta de la enfermedad a través de la anamnesis, la exploracion fisica,
las determinaciones analiticas, las pruebas radioldgicas y la biopsia escisional de
un ganglio linfatico (67,68).

Anamnesis y exploracion fisica. La influencia de la enfermedad sobre el
estado general del paciente se valora determinando el indice del estado funcional
(Performance Status; PS) mediante la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group), la aparicion de sintomas B y los antecedentes patologicos. A través de la
exploracion fisica, se comprueban todos los territorios ganglionares para detectar
cualquier afectacion ganglionar, asi como el higado y el bazo para identificar
posibles visceromegalias (hepatomegalia y esplenomegalia, respectivamente) y
otras masas tumorales o afecciones extraganglionales (68). La valoracion de la

escala ECOG se resume en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Valoracién de la escala ECOG (69).

Escala ECOG

0 Asintomatico. Con capacidad de realizar un trabajo y actividades normales de
la vida diaria.

1 Sintomatico pero con capacidad para desempefiar su trabajo y actividades
cotidianas.

’ Necesidad de encamamiento < 50% al dia. Realizacién de la mayoria de las
actividades cotidianas sin ayuda.

3 Necesidad de encamamiento > 50% al dia. Necesidad de ayuda para la
mayoria de las actividades cotidianas.

4 Incapacidad grave. Encamamiento permanente.
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Determinaciones analiticas. Las pruebas complementarias incluyen un
estudio de pruebas de laboratorio con un hemograma completo y una bioquimica
de la funcion hepatica y renal, estudio inflamatorio, pruebas seroldgicas virales
del VIH, VHC vy Virus de Hepatitis B (VHB), proteinograma e
inmunoelectroforesis y marcadores de masa tumoral como [32-microglobulina y
lactato deshidrogenasa (LDH) (65,68,70). En relacion con los datos analiticos,
existen diversos pardmetros de laboratorio que pueden estar alterados al
diagnostico, entre los que se encuentra la anemia con la disminuciéon de los
niveles de hemoglobina, la elevacion de los niveles de LDH y citopenias causadas

por una afectacion esplénica y/o de la médula 6sea (63,65).

Estudio radiolégico. El diagndstico del linfoma folicular se completa con la
realizacion de pruebas de imagen radiologicas como la radiografia simple de
torax y pruebas de medicina nuclear como la tomografia axial computarizada
(TAC) cervical, tordcica, abdominal y pélvica (65,68,70). La tomografia por
emision de positrones (PET)-TAC de cuerpo completo es una prueba de imagen
que mejora la precision para detectar algunas lesiones no palpables, tanto
ganglionares como extraganglionares, y puede ayudar a diagnosticar la
transformacion de linfoma folicular a linfomas de alto grado debido a la distinta
captacion de contraste radiactivo que pueden presentar las lesiones malignas
(67,71).

Biopsia ganglionar y aspirado de médula oésea. El estudio
anatomopatoldgico se lleva a cabo mediante la biopsia de tejido excisional de un
ganglio linfatico, con el objetivo de determinar la morfologia y la
inmunohistoquimica de las células neoplasicas y de realizar las técnicas
diagnosticas complementarias adecuadas, que permitan obtener las caracteristicas
inmunologicas, citogenéticas y moleculares necesarias para su correcta
tipificacion (71,72). Los marcadores inmunohistoquimicos mas utilizados para el
diagnostico son CD20+, CD23+/-, CD10+, CD43-, BCL2+, BCL6+, CD5- y CCND1-.
El estudio genético molecular ayuda a identificar el reordenamiento de BCL2, asi
como la citogenética y la fluorescencia de hibridacién in situ identifican la
translocacién cromosoémica t(14;18)(q32;q21), facilitando el diagnostico (71). La
infiltracion de la médula dsea esta presente hasta en un 60% de los pacientes con
linfoma folicular. La biopsia de la médula dsea es necesaria para determinar el
estadiaje del linfoma (72). El método de puncidn-aspiracion con aguja fina (PAAF)
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ganglionar se considera una técnica inadecuada para el diagnostico inicial debido

a la falta de precision para determinar el subtipo histologico (73,74).

1.1.7. Sistemas de estadiaje

El estudio de extension en la evaluacion inicial del linfoma folicular es un
procedimiento que ayuda a establecer tanto el diagndstico como la identificacion
de las variables con valor prondstico. De este modo, se han disefiado una serie de
sistemas de clasificacion que permiten cuantificar el prondstico clinico del
linfoma, evaluar la extension de la enfermedad y proporcionar informacion para

disefiar una estrategia terapéutica optima.

El sistema de estadiaje clinicopatoldgico de Ann Arbor, disefiado en 1971
(75,76) y modificado en 1989 en la Conferencia de Cotswolds (77), se ha utilizado
para caracterizar y agrupar los linfomas en funcion de la extension de la
enfermedad en el momento del diagnostico. Este sistema se propuso inicialmente
para el estadiaje de los LH pero, debido a la analogia con los LNH, también ha
servido de base para su estadiaje anatdmico, aunque con algunas deficiencias
como la insuficiente discriminacion para determinar el pronostico de los LNH
(78). Actualmente, este sistema de estadiaje de Ann Arbor sigue vigente y se
continda utilizando como sistema para determinar la extension del linfoma

folicular.

Los criterios de Ann Arbor divide a los pacientes en cuatro estadios,
basandose en la enfermedad localizada, mdultiples localizaciones de Ila
enfermedad a un lado u otro del diafragma, afectacién linfatica a ambos lados del
diafragma y afectacion extraganglionar diseminada (78). En la Tabla 1.2 se
describen los criterios de clasificacion de Ann Arbor y las modificaciones de
Cotswolds.
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Tabla 1.2. Criterios de clasificaciéon de Ann Arbor y las modificaciones de Cotswolds
[adaptado de (78)].

CLASIFICACION DE ANN ARBOR

Estadio| Afectacion de una Onica regidn o estructura infdtica (p.e bazo, timo, anillo de Waldeyer]

Estadio |l Afectacion de dos o mas regiones o estructuras linfaticas en el mismo lado del diofrogma

Estadio Il Afectacion de regiones o estructuras infdticas a ombos lodos del diafragma

Estadio Iv Afectacion diseminada de una o mds localzaciones extralinfdticas, con o sin afectacion

ganglionar (exceptuando los denominadas )

Para todos los estadios:
A: qusencia de sinfomas
B: sintfornas B [fiebre #38°C, sudoracidn noctuma, pérdida de peso [»10% del peso inicial en los & meses
previos)]

Para estadios Hil:
E: afectacion de una Unica locdlzacién extranodal contigua o préxima a una afectacién ganglionar
conocida,

MODIFICACIONES DE COTSWOLDS

- Indicar con una X si existe enfermedad voluminosa (bulky). Se considera si existe una masa
>1/3 de la anchura mediastinica o masa adenopdtica =10 cm de didmetro.

- Indicar el numero de regiones ganglionares afectadas con un subindice.

- Bl estadio Il puede dividire en llh [con o sin afectacidn de ganglios esplénicos, hiliares,
celiocos o portales) vy lllz (afectacion de ganglios paradrticos, lliacos o mesentéricos).

- La estadificacion debe clasificarse en estadio clinico (CS) o patoldgico [P3).

- La afectacion patolégica de un drgano determinado debe indicare mediante un subindice:
M: médula ésea: H: higado: Lt pulmén: O: hueso: P: pleura, D: piel.

1.1.8. Clasificaciones pronosticas

Debido a la falta de informacion prondstica del sistema de estadiaje de Ann
Arbor para los LNH, en los tltimos afios se han desarrollado diferentes modelos
prondsticos que han permitido correlacionar diversas variables clinicas con la
supervivencia de estos pacientes. Historicamente, los factores prondsticos se han
ido definiendo con el objetivo de apoyar y racionalizar las decisiones clinicas. Los
estudios prondsticos estan disefiados para desarrollar modelos predictivos que
permitan ser facilmente reproducibles en la practica clinica y la estratificacion de
los pacientes en diferentes grupos de riesgo.

Entre los factores mas relevantes con un valor prondstico establecido se
puede distinguir:

a- Factores relacionados con el paciente. La edad avanzada es uno de los factores



50 MARIA DEL ROCIO GUTIERREZ CIVICOS

adversos mas importantes debido al mayor riesgo de presentar comorbilidades
asocidas con una peor tolerancia y mayor toxicidad al tratamiento. El estado
general y la presencia de sintomas B también influyen en el prondstico del

linfoma folicular (26).

b- Factores relacionados con el linfoma. Los factores pronostico mas significativos
dependen de la carga tumoral y de su extension. La extension de la enfermedad
se puede evaluar directamente mediante el sistema de clasificacion de Ann Arbor
o indirectamente a través de la enfermedad voluminosa y la afectacion de la
médula dsea (79). En general, existe un pronostico mas desfavorable cuando se
presenta una gran carga tumoral, tanto por extension (estadios III y IV) como por
existencia de masas voluminosas bulky, y los marcadores indirectos de actividad y
proliferacion se encuentran alterados, tales como niveles de LDH y {2-

microglobulina séricos elevados (26).

c- Factores relacionados con la evolucién. Se debe tener en cuenta el tipo de

tratamiento recibido, la respuesta alcanzada y la duracion de la misma.

Inicialmente, en 1993 se public6 el Indice Prondstico Internacional (IPI) en
base a un estudio internacional realizado a pacientes diagnosticados de linfomas
de linfocitos B agresivos, convirtiéndose en el indice clinico estdndar de los LNH
agresivos. El IPI se cuantifica considerando como variables la edad (> 60 afios), el
estadio tumoral (estadios III-IV de la clasificacion de Ann Arbor), niveles
elevados de LDH, el numero de areas extraganglionares afectadas (mayor de 2
areas) y el estado funcional o ECOG (= 2). Por cada presencia de uno de estos
factores se asigna un punto, pudiéndose clasificar la enfermedad en cuatro grupos
de riesgo (80):

- Bajo (0-1 factores de riesgo)
- Intermedio bajo (2 factores de riesgo)
- Intermedio alto (3 factores de riesgo)

- Alto (4-5 factores de riesgo).

El IPI fue probado en grupos estratificados de pacientes diagnosticados de
linfoma folicular con diferentes supervivencias. Sin embargo, no ha supuesto una
herramienta de prondstico dptima para este tipo de linfomas debido a que no
consideraba todas las variables relevantes en los linfomas indolentes, por lo que
no discriminaba correctamente los diferentes grupos de riesgo (81). Por este
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motivo, se han ido desarrollando clasificaciones prondsticas especificas para el
linfoma folicular. Asi, en 2004 se desarrolld6 una clasificacion pronodstica
denominada Indice Prondstico Internacional en Linfoma Folicular (FLIPI) (82),
que ha contribuido a predecir de forma mas precisa el curso global de la

enfermedad y elaborar un plan estratégico para cada grupo de pacientes (37).

El FLIPT incluye cinco variables pronosticas desfavorables que se relacionan
con la supervivencia global (SG), siendo estas variables la edad (> 60 afios), el
estadio tumoral (estadios III-IV de Ann Arbor), el nivel de hemoglobina (< 12
g/dL), el nivel de LDH (mayor al limite superior de normalidad) y el nimero de
areas ganglionares afectadas (= 5 dreas), cuyas localizaciones se describen en la
Figura 1.5. En funcién de la presencia de estos factores, se agrupa a los pacientes

en tres grupos de riesgo con distintas probabilidades de supervivencia (82):
- Bajo (0-1 factores de riesgo)
- Intermedio (2 factores de riesgo)

- Alto (= 3 factores de riesgo).
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Figura 1.5. Localizacion y recuento de las éreas afectadas [adaptado de (82)].
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A pesar de su amplia utilizacion, el FLIPI presenta una serie de limitaciones:
fue disenado como un estudio retrospectivo considerando la SG como objetivo
principal del estudio y, en el momento del analisis, algunos parametros clinicos y
biologicos importantes, entre los que se encuentra el nivel de B2-microglobulina,
no se recogieron de forma rutinaria, por lo que no han formado parte del FLIPI
(81). Estas limitaciones llevaron a crear, en 2009, un nuevo indice conocido como
Indice Prondstico Internacional en Linfoma Folicular 2 (FLIPI 2) (83) a través de
un estudio prospectivo que consideraba nuevos factores pronosticos y la
supervivencia libre de progresiéon (SLP) como objetivo final (81). El FLIPI 2
incluye cinco variables prondsticas desfavorables que se relacionan con la SLP y
la SG, la edad (> 60 afios), el nivel de hemoglobina (< 12 g/dL), la médula dsea
infiltrada, el nivel de (32-microgloblina (mayor al limite superior de normalidad) y
la carga tumoral calculada mediante el didmetro mas largo del ganglio linfatico
de mayor tamafio (> 6 cm). En funciéon de la presencia de estos factores, se
estratifica a los pacientes en tres grupos de riesgo con diferentes probabilidades

de supervivencia (83):
- Bajo (ningun factor de riesgo)
- Intermedio (1-2 factores de riesgo)
- Alto (=3 factores de riesgo).

De igual modo, el FLIPI 2 también tiene ciertas limitaciones. A diferencia
del FLIPL la distribuciéon de los pacientes en cada grupos de riesgo fue menos
uniforme, la poblacion de estudio solo la componia un 59% de los pacientes
tratados con rituximab y el seguimiento fue de corta duracion (38 meses) (81). Por
ello, el FLIPI 2 podria utilizarse de forma complementaria al FLIPI como predictor
de SLP (84).

La principal utilidad de los indices prondsticos es delimitar los grupos de
pacientes de manera homogénea con diferentes tipos de supervivencia. En la

Tabla 1.3 se describen las principales diferencias entre ambos indices.
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Tabla 1.3. Diferencias entre los indices pronosticos FLIPI y FLIPI 2 [adaptado de (82,83)].

FLIPI (Indice Prondstico Internacional del Linfoma Folicular)

Grupos de Numero de Distribucion SGalos5 SG alos 10
riesgo factores de pacientes afnos afnos

Bajo 0-1 36% 91% 71%
Intermedio 2 37% 78% 51%
Alto 3-5 27% 53% 36%
FACTORES DE RIESGO

e Edad > 60 afos

e Hemoglobina <12 g/dL

e Estadio de Ann Arbor I-1vV

e N°®areas extraganglionales afectadas >4

e LDH > limite superior de normalidad

FLIPI 2 (Indice Prondstico Internacional del Linfoma Folicular 2)

SLP a SG a SLP a SG a
Grupos de Numero de Distribucion

. . los 3 los los 5 los
riesgo factores de pacientes _ . _ .
anos 3 anos anos 5 afnos

Bajo 0 20% 91% 99% 80% 98%
Intermedio 1-2 53% 69% 96% 51% 88%
Alto 3-5 27% 51% 82% 19% 77%
FACTORES DE RIESGO

e Edad > 60 afios

¢ Hemoglobina <12 g/dL

e Afectacion de la médula dsea Si

e [32-microglogulina > limite superior de normalidad

e Diametro mayor de area ganglionarde  >6 cm

mayor tamafo

LDH: Lactato deshidrogenasa; SG: Supervivencia global; SLP: Supervivencia libre de progresion.
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1.1.9. Tratamiento

La seleccion de las distintas estrategias del tratamiento del linfoma folicular
se basa fundamentalmente en el grado y estadio de la enfermedad, la carga
tumoral, la presencia de sintomas clinicos, la edad del paciente y sus

comorbilidades y el objetivo de la terapia (85,86).

El objetivo terapéutico sera distinto en funcion de la afectacion y el estadio
en el que se ha diagnosticado. Mientras que en estadios donde la enfermedad esta
localizada se pretende lograr la eliminacién del linfoma, en los estadios

avanzados el objetivo del tratamiento es paliativo.

Entre las opciones terapéuticas que componen el tratamiento del linfoma
folicular cabe distinguir la radioterapia locorregional, el tratamiento
farmacolodgico sistémico y el trasplante de progenitores hematopoyéticos. El
tratamiento farmacologico se basa principalmente en la combinacion de
quimioterapia e inmunoterapia. En las Tablas 1.4 y 1.5 se describe el mecanismo
de accion, la indicacion y el esquema en el que se incluyen los principales

farmacos antineopldsicos utilizados en el tratamiento del linfoma folicular.

Los esquemas farmacologicos de inmunoquimioterapia de induccidon en
primera linea, mas comunes, utilizados en el linfoma folicular se resumen en la
Tabla 1.6.

Los signos y sintomas mas utilizados para iniciar tratamiento farmacoldgico
antineopldsico se basan en una serie de criterios internacionales propuestos por el
“Groupe d’Etude des Lymphomes Folliculaires” (GELF) (87) y la “British National
Lymphoma Investigation” (BNLI) (16,88) que permiten identificar a los pacientes
con elevada masa tumoral o alto riesgo de los de baja masa tumoral o bajo riesgo
mediante la presencia o ausencia de algunos de dichos criterios, respectivamente.

Los criterios GELF y BNLI para definir la actividad se resumen en la Tabla 1.7.



Tabla 1.4. Principales farmacos quimioterdpicos utilizados en el tratamiento del linfoma folicular.

QUIMIOTERAPIA

Principio activo Mecanismo de accion Indicacién Esquema
ANTRACICLINAS
Inhibe la topoisomerasa II, se intercala con las
polimerasas de ARN y ADN y forma especies reactivas Linfomas malignos, tipo enfermedad R-CHOP+R
Doxorubicina (89) de oxigeno como .ra.dlcales hbr?S hlfirox1los, ejerciendo de Hodgkin y linfomas no Hodgk%n €N L COP+R
un efecto perjudicial en la sintesis de ADN, efecto fases avanzadas (como agente tnico o
alquilante y peroxidacion lipidica. Se une a en terapia combinada).
membranas celulares.
Inhibe la topoisomerasa II, se intercala entre las bases
. de ADN y ARN inhibiendo su sintesis rovoca la R-CNOP
Mitoxantrona (50) formaci(')ny de enlaces cruzados dancloy Iﬁgar a la LNH R-FMD
ruptura de las cadenas de ADN. Tiene efecto citocida.
AGENTES ALQUILANTES
Monoterapia en linfomas indolentes no
Entrecruzamiento de las cadenas del ADN por Hodgkin que hayan progresado
Bendamustina (91) alquilacion. No presenta resistencia cruzada con otros durante o en los 6 meses siguientes a R-Benda
agentes alquilantes, antraciclinas, ni rituximab. un tratamiento con rituximab o un
régimen que contenga rituximab.
R-CHOP+R
Ciclofosfamida (92) Profarmaco que se activa via citocromo P-450. Actta R-COP+R
como agente alquilante inhibiendo la sintesis de ADN, LNH R-CNOP
ARN y proteinas. R-FC
R-FCM
Crea puentes de union estables entre las dos cadenas
Clorambucilo (92) de ADN que impiden la separacién de cadenas LNH de bajo grado R-Cloramb

necesarias para su sintesis.




Tabla 1.4. Principales farmacos quimioterapicos utilizados en el tratamiento del linfoma folicular.
Principio activo Mecanismo de accion Indicacidon Esquema
ALCALOIDES DE LA VINCA

Afecta a la mitosis celular por la unién o cristalizaciéon Linfomas  malignos,  incluyendo:
de proteinas microtubulares provocando la deteccion enfermedad de Hodgkin, LNH (tipos R-CHOP+R

Vincristina (93) de la divisién celular durante la metafase y la muerte linfocitico, de células mixtas, R-COP+R
celular. Inhibicién de la sintesis proteica y de acidos histiociticos, no diferenciado, nodulary R-CNOP
nucléicos, a altas dosis. difuso).

ANTIMETABOLITOS

Anélogo 5 monofosfato de citarabina. Es desfosforilada

en el plasma y transportada al interior celular, donde LNH (indicacién no autorizada en R-FC
Fludarabina (94) se refosforila a su metabolito activo. Ejerce su actividad - R-FCM
. R . . Espania).
sobre células en divisién y quiescentes mediante la R-FMD

inhibicién de la ribonucleétido reductasa.
OTROS AGENTES ANTINEOPLASICOS

Inhibe la fosfatidilinositol 3-quinasa p110d (PI3K®d). Es
un inhibidor selectivo de la union del adenosina-5’-
trifosfato al dominio catalitico de PI3K9, lo que genera . . .
S o g e O Monoterapia en linfoma folicular
una inhibicion de la fosforilacién del fosfatidilinositol, . , .
. . . . ., refractario a dos lineas de tratamiento
Idelalisib (95) un segundo mensajero lipidico clave, y la prevencion anteriores (al menos a rituximab -
de la fosforilacién de Akt (proteina quinasa B). Inhibe agentes alquilantes) y
la apoptosis y la sefializacion a través de receptores de & q
quimiocinas CXCR4 y CXCR5 inducida por las
quimiocinas CXCL12 y CXCL13
ADN: Acido desoxirribonucleico; ARN: Acido ribonucleico; Benda: Bendamustina; C: Ciclofosfamida; Cloramb: Clorambucilo; D: Dexametasona;
F: Fludarabina;, H: Doxorubicina; LNH: Linfoma no Hodgkin; N: Mitoxantrona;, O: Vincristina, P: Prednisona; R: Rituximab.




Tabla 1.5. Principales farmacos de terapia dirigida utilizados en el tratamiento del linfoma folicular.

INMUNOTERAPIA

Principio activo Mecanismo de accion Indicacion Esquema
ANTINEOPLASICOS, ANTICUERPOS MONOCLONALES
En combinacion con quimioterapia en LNH E:gggf; R
L . folicular estadios III-IV no tratados previamente. -
Ac monoclonal quimérico IgGl que acttia En tratamiento de mantenimiento del LNH R-CNOP
especificamente _ frente al antigeno CD20 folicular que hayan respondido al tratamiento de RFC
Rituximab (96)  expresado en los linfocitos pre-B y B maduros. in ducciénq Y p R-FCM
Induce la lisis celular mediada por la CDC, la i . . . R-FMD
. En monoterapia en LNH folicular estadios III-IV
CCDA y por apoptosis. . . , . R-Benda
quimiorresistente o estd en segunda o posterior
- . . R-Cloramb
recidiva tras la quimioterapia.
R mono
Ac monoclonal humanizado IgGl que acttia
Obinutuzumab especificamente frente al antigeno CD20 En combinacion con bendamustina en el linfoma
(medicamento expresado en los linfocitos pre-B y B maduros. folicular que no ha respondido o ha progresado Ob-benda
huérfano) (97) Induce la muerte celular directa y la CCDA y durante o hasta 6 meses después del tratamiento
ADCP mediante el reclutamiento de células con rituximab o con un régimen con rituximab.
efectoras inmunes FcRIII positivas.
RADIOFARMACO
Ac monoclonal murino TgG1 marcado con el Tratamiento de consolidacién tras inducciéon de la
Ibritumomab isdtopo PY se une especificamente al antigeno remuston - en linfoma folicular  no  tratados .
anteriormente. R- Ibritum

tiuxetan (98)

CD20 expresado en linfocitos B y libera
radiacién, produciendo su deplecion.

Tratamiento del LNH folicular de células B CD20+
en recaida o refractario a rituximab.

Ac: Anticuerpo; ADCP: Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos; Benda: Bendamustina; C: Ciclofosfamida; CCDA: Citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos; CDC: Citotoxicidad dependiente de complemento; Cloramb: Clorambucilo; D: Dexametasona; F: Fludarabina; 1gG:
Inmunoglobulina G; H: Doxorubicina; Ibritum: ibritumomab; LNH: Linfoma no Hodgkin; Mono: Monoterapia; N: Mitoxantrona; O: Vincristina; Ob
Obinutuzumab; P: Prednisona; R: Rituximab
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Tabla 1.6. Esquemas de induccién en primera linea mas comunes utilizados en el linfoma

folicular (99,100).

Esquema Farmaco Dosis D.las N de Frecuencia
ciclo ciclos
Rituximab 375mg/m?iv. 1
R-COP Ciclofosfamida 750 mg/m?*iv. 1 6-8 21 dias
Vincristina 1,4 mg/m? iv 1
Prednisona 60 mg oral 1-5
Idem R-COP - - ,
R-COP+R  piximab 375 mg/m?iv 1 6+2 21 dias
Rituximab 375 mg/m? iv 1
Ciclofosfamida 750 mg/m2iv 1
R-CHOP Doxorubicina 50 mg/m? iv 1 6-8 21 dias
Vincristina 1,4 mg/m?iv 1
Prednisona 60 mg oral 1-5
Idem R-CHOP - - ,
R-CHOP+R Rituximab 375 mg/m? iv 1 6+2 21 dias
Rituximab 375 mg/m? iv 1
Ciclofosfamida 750 mg/m2iv 1
R-CNOP Mitoxantrona 10 mg/m? iv 1 6 21 dias
Vincristina 1,4 mg/m?iv 1
Prednisona 60 mg oral 1-5
Rituximab 375 mg/m? iv 1
R-FC Fludarabina 25 mg/m?iv 1-3 6 28 dias
Ciclofosfamida 750 mg/m?iv 1-3
Rituximab 375 mg/m?iv. 1
Fludarabina 25 mg/m? iv 1-3 ,
R-FCM Ciclofosfamida 200 ng1g/m2 iv. 13 6 28 dias
Mitoxantrona 6 mg/m?iv 1
Rituximab 375 mg/m?iv. 1
Fludarabina 25 mg/m? iv 2-4 ,
R-FMD Mitoxantrona 10 mg/m2 iv 2-4 6 28 dias
Dexametasona 20 mg oral (Dt) 1-5
Rituximab 375 mg/m? iv 1 ,
R-Benda Bendamustina 90 mgi;;m2 iv 1-2 6 28 dias
Rituximab 375 mg/m? iv 1 ,
R-Cloramb ) - mbucilo 10 mggoral 1-7 6 28 dias
R mono Rituximab 375 mg/m? iv 1 4 7 dias

Benda: Bendamustina; C: Ciclofosfamida; Cloramb: Clorambucilo; D: Dexametasona; Dt: Dosis
total; F: Fludarabina; H: Doxorubicina; Mono: Monoterapia; N: Mitoxantrona; O: Vincristina;
P: Prednisona; R: Rituximab; Dosis de administracion mdxima de vincristina de 2 mg.
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Tabla 1.7. Criterios internacionales para definir la actividad del linfoma folicular que
requiere tratamiento farmacoldgico [adaptado de (16)].

a. CRITERIOS GELF

- Elevada carga tumoral definida como uno de los siguientes criterios:
- 2 3 regiones ganglionares afectadas, con un didmetro > 3 cm
- Diametro de masa tumoral > 7 cm
- Esplenomegalia sintomatica
- Citopenias (leucocitos <1,0x10°/L o plaquetas <100x10%/L)
- Células malignas circulantes en sangre periférica (>5,0x10°/L)
- Ascitis o derrame pleural
- Sintomas B.
- LDH o 32-microglobulina elevada.
- ECOG=>1.

b. CRITERIOS BNLI

- Progresion de la enfermedad en menos de 3 meses desde el diagnostico.

- Afectacién de 6rganos vitales.
- Afectacion renal o hepatica.
- Lesiones Oseas.

- Sintomas B o prurito.

- Citopenias (hemoglobina < 10 g/dL o leucocitos < 1,0x10°/L o plaquetas < 100x10°L).

La presencia de enfermedad voluminosa, asi como la elevacion de los
niveles de LDH o P2-microglobulina, son caracteristicas propias que pueden
requerir el inicio del tratamiento, incluso en ausencia de otros sintomas descritos

anteriormente (16).

En la Figura 1.6 se muestra el algoritmo terapéutico del tratamiento de
primera linea en el linfoma folicular avanzado, en funciéon de los sintomas y la
carga tumoral. El algoritmo diferencia cuatro situaciones con las estrategias de
manejo sugeridas: a) asintomatica, baja carga tumoral; b) asintomatica, alta carga
tumoral; c) sintomadtica, baja carga tumoral; d) sintomatica, alta carga tumoral
(86). En la Figura 1.7 se muestra el algoritmo terapéutico del tratamiento de

rescate en recaida o refractariedad en el linfoma folicular.



60 MARIA DEL ROCIO GUTIERREZ CIVICOS

LINFOMA FOLICULAR

TRATAMIENTO 12 LINEA

Sintomas/criterios de inicio de tratamiento

(Enfermedad avanzada)

Asintomatico Sintomatico
I |
| | | |

Baja carga tumoral Alta carga tumoral Baja carga tumoral Alta carga tumoral

ABSTENCION ABSTENCION MONOTERAPIA INMUNO-

TERAPEUTICA TERAPEUTICA (Rituximab) UIMIOTER APTA
MONOTERAPIA INMUNO- INMUNO- Respuesta completao parcial

(Rituximab) QUIMIOTERAPIA QUIMIOTERAFPTA
RITUXIMAB
MANTENIMIENTO

Figura 1.6. Algoritmo terapéutico del tratamiento de primera linea en linfoma folicular
[adaptado de (86)].

LINFOMAFOLICULAR

TRATAMIENTO DERESCATE

Crecimiento ganglionar rdpido, elevacion

LDH, afectacidn extraganglionar

Baja carga tumoral Alta carga tumoral BIOPSIA
| [ l |
. F Tratomien to previo con
ABSTENCION munogdntoterayia? Linfoma folicular Transformacion
TERAPEUTICA |
NO si
MOMNOTERAPIA INMUNO-
[ (Rihndmab) QUIMIOTERAFTA +
INMUNO- INMUNO- TERAFPIA ALTAS
QUIMIOTERAPIA + QUIMIOTERAPTA DOSISY AUTOTPH
RITUXIMAB
MANTENIMIENTO
Duracion respuesta =2 arios Duradon respuesta =2 afios
[
[ | |
I imiot .
Ensavo clinico o AloTPH si AutoTPH si er'unoqu.lm.lo. e.rapla °
) i . farmacos dirigidos
nuevos farmacos =3 recaida 2-3*recaida .
{Idelalisib)

AloTPH: Trasplante alogénico de progenitores hanatopoyéticos: AutoTPH: Traspl

i te autdloge de progemifores hematopayéticas: LDH: Lackato deshidrogenasa
Figura 1.7. Algoritmo terapéutico del tratamiento de rescate en recaida o refractariedad en
linfoma folicular [adaptado de (86)].
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1.1.9.1. Tratamiento inicial

El primer aspecto a considerar a la hora de tratar el linfoma folicular es el
grado histologico. Las diferentes guias terapéuticas hacen referencia al
tratamiento de los grados histoldgicos 1 y 2 como el tratamiento propio del

linfoma folicular, por presentan un curso clinico indolente.

Sin embargo, el manejo terapéutico del linfoma folicular de grado 3 ha
generado controversia a lo largo de la historia. Aunque la distribucidon entre
grado 3A y grado 3B no ha presentado datos de significacion clinica, se ha
considerado que el grado 3A debe ser tratado como linfoma folicular por tender
hacia un curso clinico indolente, y el grado 3B como LDCBG, con un esquema de
quimioterapia basado en antraciclinas, al ser considerada una enfermedad mas

agresiva (101).

Enfermedad localizada: Estadios I-II no bulky o baja carga tumoral

El diagnostico del linfoma folicular en estadios localizados de la
enfermedad (estadios IA y IIA) es poco frecuente, representando entre un 15-25%.
A diferencia de la enfermedad en estadios avanzados, la enfermedad localizada
puede presentar supervivencias libres de eventos (SLEv) durante largos periodos
de tiempo (62).

En los estadios iniciales de la enfermedad localizada, con baja carga tumoral
y sin factores prondsticos adversos, la radioterapia se ha considerado el
tratamiento de eleccion debido a su alto potencial de curaciéon (16,73). El
tratamiento con radioterapia tiene como objetivo erradicar el linfoma localizado
consiguiendo una remision prolongada y un aumento en la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) (102,103), observandose unos resultados en tasas de SG a 10
anos del 60-80%, con una mediana de supervivencia de aproximadamente 19 afios
(104,105). La dosis de radioterapia recomendada sobre el campo afectado por el
linfoma es de 24-36 Gy repartida en 12 fracciones, presentando un adecuado perfil
de eficacia y seguridad. El aumento de la dosis se ha relacionado con una mayor

toxicidad sin aumentar de manera significativa la respuesta (106,107).

A pesar de la evidencia sobre el empleo de la radioterapia, hasta un 20% de

los casos diagnosticados de enfermedad localizada pueden presentar remisiones
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espontaneas, por lo que se puede plantear la “abstencion terapéutica”, la
observacion y el seguimiento como una alternativa cuando se predice una
morbilidad significativa asociada a la radioterapia (85,108). Asimismo, se ha
sugerido el tratamiento farmacoldgico con rituximab en monoterapia como
alternativa a la irradiacion local para evitar los efectos adversos de la radiacion
(109), consiguiendo tasas de respuesta completa (RC) de 40-50% con una durante
de la respuesta en torno a 5 anos (110).

Enfermedad avanzada: Estadios I-II sintomaticos o con elevada carga
tumoral y estadios III-IV

El diagnostico del linfoma folicular en estadios avanzados es la situacion
clinica mas frecuente. Su curso puede variar de un paciente a otro desde el
mantenimiento de la enfermedad estable durante afios hasta una progresion mas
rapida. A pesar de los avances terapéuticos que mejoran notablemente los
resultados, el linfoma folicular es considerado como una enfermedad crénica

caracterizada por desarrollar multiples recurrencias con las terapias actuales.

La decision individualizada del tratamiento se hace en base a la edad, las
condiciones generales, los sintomas de la enfermedad (sintomas B y/o masas
bulky) y otros factores de riesgo como los niveles elevados de LDH y/o [(2-
microglobulina, sin existir una estrategia terapéutica en primera linea aceptada

universalmente (62).

En los estadios I-II con elevada carga tumoral, caracteristicas clinicas y/o
bioldgicas adversas y/o cuando no es factible aplicar la radioterapia local debido a
la localizacion de la afectacidén, puede emplearse un tratamiento farmacoldgico

sistémico indicado para las etapas avanzadas (109,111).

Abstencion terapéutica (“watch and wait”)

De manera general, debido al curso indolente del linfoma folicular, los
pacientes con enfermedad avanzada asintomaticos, sin criterios de riesgo y con
un pronostico favorable no precisan tratamiento inmediato tras el diagndstico
debido a una falta de evidencia que demuestre mejores resultados en términos de
SG o SLP a largo plazo con respecto a la observacion (88,108,112). La estrategia a
seguir en estos casos se basa en la “abstencion terapéutica” y el seguimiento
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expectante. Posponer el tratamiento hasta la progresion de la enfermedad se ha
considerado una opcién razonable aportando la ventaja que presenta retrasar el
inicio del tratamiento sistémico evitando los efectos adversos asociados, sobre
todo en pacientes ancianos con enfermedades concomitantes (16,88,113,114). Los
pacientes que no requieren tratamiento inmediato deben ser evaluados
periddicamente para determinar si a lo largo del seguimiento esta indicado
iniciarlo. Es importante destacar que el inicio precoz del tratamiento puede dar
como resultado tasas mas altas de remisiones completas y se ha relacionado con
una reduccién en la incidencia de transformacion histolégica del linfoma,

comparandolo con “abstencion terapéutica” (88).

Radioterapia

Los linfomas indolentes son muy sensibles a la radioterapia, permitiendo
obtener una respuesta satisfactoria tras completar las sesiones prescritas, incluso a
bajas dosis de radiacion. El papel de la radioterapia en estadios avanzados del
linfoma folicular se limita al uso de radiacion paliativa local como complemento a
la quimioterapia en afectaciones con gran masa tumoral o localizaciones en las
que se precisa una rapida reduccion tumoral para aliviar los sintomas asociados,
y en aquellas zonas donde la quimioterapia no ha conseguido una respuesta
optima (115,116).

Monoterapia

La terapia antineopldsica con un tnico farmaco se ha considerado una
opcion terapéutica en una seleccion de pacientes sintomaticos fragiles que
precisan de una simplificacion en el tratamiento. No obstante, la monoterapia se
ha caracterizado por presentar respuestas incompletas y transitorias con un
control de la enfermedad de corta duracién en comparaciéon con los esquemas que
incluyen quimioterapia combinada. En pacientes ancianos y en situaciones en las
que se prevé una toxicidad importante, el esquema de rituximab en monoterapia,
tanto en induccién como en mantenimiento, se ha utilizado como primera linea en
linfomas indolentes con tasas de respuesta global del 70%, tasas de RC de mas del

30% y una duracion mediana de la respuesta de 2-4 afios (117-120).
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Inmunoquimioterapia

El tratamiento mdas comun en el linfoma folicular avanzado no tratado
previamente y con elevada carga tumoral incluye la combinacion de farmacos que
daran lugar a distintos esquemas de quimioterapia e inmunoterapia con
anticuerpos monoclonales, como el rituximab. La toma de decisiones terapéuticas
se basa en elegir entre dos objetivos: optimizar la calidad de vida y conseguir una

supervivencia prolongada.

El rituximab ha cambiado el paradigma del tratamiento del linfoma
folicular. El beneficio de la adiccién de rituximab a la quimioterapia para el
tratamiento inicial se ha demostrado en diversos ensayos aleatorizados de
quimioterapia con o sin rituximab. En todos estos ensayos, la asociacién de
rituximab en combinacién con quimioterapia compuesta por multiples farmacos
ha demostrado mejores resultados en la tasa de respuesta global, la SLP y la SG
(121-125).

Los esquemas de inmunoquimioterapia utilizados con mayor frecuencia en
el linfoma folicular son R-CHOP y R-COP, que incluyen la combinacion de
rituximab con ciclofosfamida, vincristina y prednisona, con o sin doxorubicina,
respectivamente (121,124). Un estudio observacional prospectivo multicéntrico
(“National LymphoCare Study”), que incluy6 a 2738 pacientes diagnosticados de
linfoma folicular, mostré que un 52% habian recibido tratamiento con
inmunoquimioterapia en primera linea, de los cuales, los esquemas mas
utilizados fueron R-CHOP (55%), R-COP (23%) y rituximab con esquemas que
contenian fludarabina (R-Flu) (15,5%) (126). En relacién con los esquemas
descritos anteriormente, se han obtenido tasas de SLP a los 2 anos similares entre
los paciente tratados con R-CHOP, R-COP y R-Flu (78%, 72% y 76%,
respectivamente), mientras que las SG a los 2 afios mostraron diferencias
significativas (94%, 88% y 91%, respectivamente), con un beneficio para R-CHOP
frente a R-COP en el subgrupo de pacientes clasificados con un FLIPI de bajo
riesgo (127).

Un ensayo clinico aleatorizado fase III compar¢ el tratamiento inicial en 534
pacientes con linfoma folicular en estadio II-IV, con R-CHOP o R-COP o R-FM

(rituximab, fludarabina, mitoxantrona). Tanto R-CHOP como R-FM fueron
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superiores a R-COP en términos de SLP (62%, 59%, 46%, respectivamente) y
tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TTF) (68%, 63%, 52%, respectivamente) a
los 3 afios, con una mediana de seguimiento de 34 meses, sin encontrar
diferencias en la SG ni en la RC. R-FM mostré una mayor toxicidad relacionada
con neutropenias grado 3-4 con respecto a R-COP y R-CHOP (64%, 28%, 50%,
respectivamente) (128).

En este contexto, aunque R-COP presenta unos resultados inferiores a R-
CHOP en términos de SLP, las antraciclinas no han demostrado prolongar la SG o
mayores tasas de respuesta o duracion de la misma, si bien, en caso de
transformacion a linfoma agresivo existe una preferencia por esquemas que
contengan antraciclinas. La incorporacion de rituximab al esquema CHOP
presentd un 95-100% de respuestas globales (44-87% RC) y con el esquema R-COP
la respuestas globales fueron del 83% (41% RC) (121,124,129).

Por todo ello, a pesar de que los estudios comentados anteriormente
sugieren una ventaja potencial de R-CHOP sobre R-COP ambos esquemas son
considerados tratamientos estdndar de primera linea en el linfoma folicular, y la
seleccion de la terapia mds adecuada dependera principalmente de los factores
individuales de cada paciente. El esquema R-COP se reserva a pacientes fragiles,
ancianos y con contraindicacidn en el uso de antraciclinas, como son aquellos con

enfermedad cardiaca subyacente (19).

Los esquemas de inmunoquimioterapia basados en fludarabina, tales como
R-FC (rituximab, fludarabina, ciclofosfamida) o R-FM, son tratamientos que
presentan toxicidad a nivel de las células madre hematopoyéticas. No se
recomienda administrar en pacientes jovenes candidatos a trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos (AutoTPH), debido a que la fludarabina se ha
relacionado con una baja movilizacion de células hematopoyéticas a sangre
periférica en los linfomas (130-132). Sin embargo, estos esquemas son una
alternativa en pacientes ancianos, con una adecuada eficacia y tolerancia
(128,133).

Bendamustina es una farmaco alquilante que presenta en su estructura
quimica un anillo benzimidazol, y se caracteriza por tener una baja resistencia
cruzada con otros farmacos alquilantes, aportandole propiedades citotoxicas
unicas. La combinacion de bendamustina a rituximab (R-Benda) se ha comparado
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con el esquema R-CHOP en un ensayo aleatorizado fase III en 514 pacientes con
linfomas indolentes y de células del manto, presentando tasas de respuesta
similares en ambos grupos, en torno al 90%, con RC del 40% en el grupo de R-
Benda frente al 30% en el grupo R-CHOP. R-Benda consiguid una mediana de
SLP superior (69,5 frente a 31,2 meses), con menor toxicidad hematoldgica,
incluyendo tasas mas bajas de neutropenia y leucopenia grado 3-4. No hubo
diferencias en la SG en una mediana de seguimiento de 45 meses (134). El estudio
BRIGHT encontr6 que R-Benda era no inferior a R-CHOP/R-COP con unas tasas
de RC (31% versus 25%) y respuesta global (97% versus 91%) similares entre
dichos esquemas (135).

En la actualidad, el uso del esquema R-Benda esta aumentando debido a un
menor numero de efectos adversos y a la mayor eficacia demostrada en ensayos
clinicos en comparacion con R-CHOP. Sin embargo, los datos relacionados con la
utilizacion de una terapia con R-Benda en pacientes que presentan una
enfermedad mas agresiva con grado histologico 3A son reducidos, por lo que el
esquema de eleccion en esta situacion de enfermedad clinicamente mas agresiva
es R-CHOP (19).

Por otro lado, el esquema R-CNOP (rituximab, ciclofosfamida,
mitoxantrona, vincristina, prednisona) se ha utilizado en linfomas folicular con
un comportamiento mas agresivo (grado histoldgico 3) como alternativa al
esquema R-CHOP en primera linea pacientes ancianos con una funcion
ventricular izquierda disminuida, con contraindicacion en el uso de doxorubicina
debido a la toxicidad cardiaca, aunque en la actualidad se encuentra en desuso
(136,137).

1.1.9.2. Tratamiento de mantenimiento o consolidacion

Los pacientes que alcanzan RC o respuesta parcial (RP) despties del
tratamiento de inducciéon con inmunoquimioterapia, principalmente R-CHOP y
R-COP, son candidatos a recibir tratamiento de mantenimiento con rituximab. La
disponibilidad de rituximab como farmaco eficaz en monoterapia y su reducida
toxicidad ha permitido utilizarlo no sdélo para mejorar la eficacia de la
quimioterapia sino también para retrasar la progresion después del tratamiento

inicial.
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De este modo, en el ensayo fase III PRIMA se evaluo el perfil de eficacia y
seguridad del rituximab de mantenimiento en pacientes diagnosticados de
linfoma folicular que respondieron al tratamiento farmacoldgico de induccién con
rituximab asociado a quimioterapia [R-CHOP (75%), R-COP (22%) o R-FCM
(83%)], utilizado en la practica clinica. Después del tratamiento de induccion, 1019
pacientes que lograron una RC o RP fueron asignados aleatoriamente con
rituximab (375 mg/m? cada 8 semanas durante 2 afios) o placebo. Con una
mediana de seguimiento de 3 afos, los pacientes asignados al mantenimiento con
rituximab tuvieron mayores tasas de SLP (75% frente a 58%) y un mayor
porcentaje de RC y respuesta completa no confirmada (RCu) a los 24 meses (72%
frente a 52%). Sin embargo, la SG fue similar entre ambos grupos (138). La terapia
de mantenimiento con rituximab post-induccion no ha mostrado beneficio en la
SLP en pacientes con linfoma folicular después del tratamiento farmacoldgico de
induccion con R-FCM. Por lo tanto, el papel del mantenimiento con otros
esquemas, diferentes a R-CHOP y R-COP, sigue siendo incierto (133). La pauta
posoldgica recomendada en la terapia de mantenimiento con rituximab es de una
dosis de 375 mg/m? cada 8 semanas durante 2 anos, debido a que un periodo de

mantenimiento mas corto ha presentado un beneficio inferior (139,140).

Otra alternativa de tratamiento de consolidacion post-induccion es el uso de
la radioinmunoterapia con ibritumomab tiuxetan unido al itrio-90 (*°Y). Los
pacientes en RC, RCu o RP después del tratamiento de induccion de primera
linea, consolidados con *Y-ibritumomab tiuxetan, prolongaron significativamente
la mediana de la SLP (36,5 frente a 13,3 meses) (141). Sin embargo, el beneficio
obtenido con la radioinmunoterapia es inferior que con rituximab de

mantenimiento durante 2 afios (142).

1.1.9.3. Tratamiento de rescate en recaidas o refractariedad

La historia natural de los linfomas indolentes se caracteriza por un curso
clinico con multiples recaidas y remisiones después de recibir tratamiento de
induccién. Antes de iniciar tratamiento para la progresion y/o recaida de la
enfermedad es preciso descartar, mediante un estudio histologico, una
transformacion a una entidad histologica mas agresiva, siendo la mas frecuente el
LDCBG. La transformacion histoldgica se considera un factor de mal prondstico

en la evolucion del linfoma folicular y requiere pautas de tratamiento similares a



68 MARIA DEL ROCIO GUTIERREZ CIVICOS

las de los linfomas agresivos (143).

Las opciones terapéuticas para tratar la recaida son principalmente las
mismas que en primera linea y las indicaciones para iniciar tratamiento son
similares a las referidas en el momento del diagndstico. La seleccion del
tratamiento de rescate depende de varios factores, incluyendo el tratamiento
previo utilizado, la duraciéon de la respuesta, la edad del paciente, las
comorbilidades y el objetivo del tratamiento (86,144). De este modo, en recaidas
precoces inferiores a 2 afios, el esquema de eleccién es aquel que no presente
resistencia cruzada con el esquema previo utilizado. Entre las opciones
terapéuticas adecuadas se incluyen esquemas que contengan fludarabina o
farmacos alquilantes. La adiciéon de rituximab se recomienda, fundamentalmente,
cuando el esquema farmacoldgico previo con rituximab consiguié una duracion

de la remisién superior a 6 meses (111).

La inmunoterapia se engloba entre las opciones de tratamiento de la
enfermedad en recaida del linfoma folicular. En aquellas situaciones con baja
carga tumoral y como terapia paliativa en recaidas posteriores, destaca la
utilizaciéon de rituximab en monoterapia. La radioinmunoterapia con Y-
ibritumomab tiuxetan puede representar un abordaje terapéutico eficaz en
pacientes ancianos con comorbilidades en los que no es apropiado el tratamiento
con quimioterapia (111). Con una reciente comercializacién, el fdrmaco anti-CD20,
obinutuzumab, representa un tratamiento alternativo en combinacién con
bendamustina en el linfoma folicular que no ha respondido o ha progresado
durante o hasta 6 meses después del tratamiento con rituximab o con un esquema

que contenga rituximab (145).

Debido al perfil de toxicidad favorable del rituximab en mantenimiento
durante 2 afios y a la prolongacion de la SLP y SG en recaida o refractariedad, los
pacientes que responden al tratamiento de inducciéon con inmunoquimioterapia

pueden beneficiarse de su utilizacién (146).

El empleo de altas dosis de quimioterapia seguido de AutoTPH demostrd
prolongacién de la SLP y SG en recaida o refractariedad, siendo una opcion en
recaidas sensibles a la quimioterapia, especialmente en pacientes que
experimentan remisiones de corta duracion (< 2 afos) tras el uso de esquemas que

contienen rituximab (111,147). El transplante alogénico con precursores
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hematopoyéticos (AloTPH) se considera wuna alternativa terapéutica
potencialmente curativa en pacientes jovenes de alto riesgo, muy seleccionados,
con recaidas precoces, enfermedad refractaria y recaidas posteriores al AutoTPH,

preferiblemente con una acondicionamiento de baja intensidad (147).

En los ultimos afos, debido al creciente conocimiento de la patogénesis del
linfoma folicular, una gran cantidad de nuevas terapias que actian mediante
diversos mecanismos de accion han mostrado resultados prometedores (148). Se
estdn ensayando, ademds, nuevos receptores diana para anticuerpos
monoclonales diferentes a CD20 y farmacos dirigidos contra las vias de
sefializacion intracelular que constituyen un arsenal de fdrmacos en investigacion.
Entres los nuevos farmacos estudiados con actividad antineoplasica en el linfoma
folicular destacan: El inhibidor de PI3K9, idelalisib, que ha demostrado eficacia en
el linfoma folicular refractario a dos lineas de tratamiento anteriores, al menos a
rituximab y agentes alquilantes, indicindose en esta situacion en monoterapia
(149); ofatumumab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20 con actividad citotdxica
dependiente del complemento aumentada con respecto a rituximab, se ha
estudiado en monoterapia en recaidas o progresion (150); ibrutinib, un inhibidor
selectivo de cinasa que se une de forma irreversible a BTK, previene el
crecimiento celular y bloquea las senales de supervivencia, ha demostrado
actividad significativa en linfoma folicular en recaida y refractariedad, de manera
que cuanto mayor es la duracion del tratamiento mayor es la tasa de respuestas
(148,151); lenalidomida, un derivado de la talidomida con actividad
inmunomoduladora, antiangiogénica y antiinflamatoria, ha mostrado un amplio
espectro de accién en alteraciones linfoproliferativas y, asociado a rituximab,
parece presentar un efecto sinérgico, por lo que se considera una alternativa en
linfoma folicular en segunda y posteriores lineas (101); bortezomib, un inhibidor
del proteasoma que ha mostrado actividad en alteraciones linfoproliferativas, es
un farmaco que se ha estudiado sustituyendo la vincristina del esquema R-CHOP

en recaida o refractariedad, presentando una elevada tasa de respuesta (152).

1.1.10. Criterios de respuesta

La elaboracién estandarizada de criterios de respuesta es esencial para

desarrollar una investigacion clinica debido a que facilita la interpretacion de los
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datos, las comparaciones de los resultados entre varios ensayos clinicos y la
identificacion de nuevos farmacos, y proporcionan informacion para evaluar las
nuevas percepciones bioldgicas e inmunologicas de las enfermedades estudiadas
(153). Con el desarrollo de estos criterios se ha conseguido comparar las pautas
terapéuticas entre diferentes estudios y ha facilitado una valoracion de los nuevos

farmacos y tratamientos en el linfoma folicular.

Los primeros criterios de respuesta consensuados y aceptados
universalmente para evaluar la respuesta de los LNH y, por tanto, del linfoma
folicular fueron publicados en 1999 por el Grupo Internacional de Trabajo,
compuesto por médicos, radidlogos y anatomopatdlogos, conocidos como
“Criterios de Cheson”. Estos criterios clasificaron la respuesta en 5 grupos, tal y

como se observa en la Tabla 1.8 (153).

Posteriormente, el uso generalizado de tecnologias cada vez mas sensibles y
especificas para evaluar la enfermedad, tales como la PET con
fluorodesoxiglucosa unida al **F (*F-FDG), la inmunohistoquimica de la médula
6sea y la citometria de flujo justifico la revision, en 2007, de los “Criterios de
Cheson” realizdndose una nueva evaluacion de los criterios y la incorporaciéon de
los exdmenes y los procedimientos mds innovadores descritos para evaluar la

respuesta, que se describen en la Tabla 1.9 (154).

De manera general, los “Criterios de Cheson” y su revision por el Grupo

Internacional de Trabajo definen la respuesta como:

- Respuesta completa (RC): desaparicion completa de toda evidencia clinica y

radiologica de enfermedad detectable y de los sintomas relacionados con la
enfermedad que hubiera antes del tratamiento. El tamafio de los ganglios
linfaticos tiene que normalizarse. El higado y el bazo no deben ser palpables
en el examen fisico y los nodulos relacionados con el linfoma han de
desaparecer tras el tratamiento. La infiltracion de la médula dsea debe
desaparecer tras realizarse la biopsia; si el resultado no es concluyente por

morfologia, la inmunohistoquimica tiene que ser negativa.

- Respuesta parcial (RP): disminucion de al menos un 50% de la afectacion

ganglionar y ausencia de nuevas localizaciones de la enfermedad. No debe
haber aumento del tamano del higado y el bazo. Los nédulos esplénicos o

hepaticos han de reducirse un 50% o mas con respecto al didmetro inicial.
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- Enfermedad estable (EE): cuando no cumple los criterios de RC, RP o

progresion de la enfermedad.

- Progresién de la enfermedad (PE): aparicion de cualquier nueva lesion o

incremento de al menos el 50% a partir de la mejor respuesta.

Uno de los principales inconvenientes de los “Criterios de Cheson”
originales fue la interpretacion erronea del término de respuesta completa no
confirmada (RCu). RCu se aplicaba de manera frecuente a aquellas situaciones en
las que la suma del producto de los didmetros de lesiones multiples disminuia en
al menos el 75%, por lo que era mas apropiado designarlo como RP. También se
consideraba RCu cuando se cumplian todas las condiciones para una RC después
del tratamiento, excepto que la médula dsea se consideraba morfoldgicamente
indeterminada o que no se realizaba una biopsia de repeticion para confirmar la
respuesta. Por ello, en los ultimos criterios de respuesta revisados se ha
eliminando el término de RCu, de manera que la presencia de alguna masa
residual o persistente serda clasificada metabdlicamente como RC o RP
(67,154,155).

Después de una extensa experiencia con estos criterios, y reconociendo los
avances logrados tras su publicacion, particularmente en técnicas de imagen, se
realizé un taller en la XI Conferencia Internacional sobre Linfoma Maligno en
Lugano (Suiza), en junio de 2011. El objetivo fue desarrollar criterios mejorados
de estadificacion y respuesta, tanto para el LH como el LNH, debido al aumento
del conocimiento de la enfermedad, nuevos factores prondsticos y una mejor
comprension de la biologia del tumor que hicieron necesaria la actualizacién de
los sistemas anteriores. De este modo, en un taller posterior realizado en la 12°
Conferencia Internacional sobre Linfoma Maligno (2013), se presentaron las
revisiones que permitieron elaborar la “Clasificaciéon de Lugano” de la respuesta.
Esta clasificacion aporta una vision global de cdmo se lleva a cabo la evaluacion
de la respuesta basada en PET-TAC frente a la basada en TAC, tal y como se
muestra en la Tabla 1.10 (67).



Tabla 1.8. Criterios de respuesta de Cheson (1999) [adaptado de (153)].
CRITERIOS DE CHESON, 1999

DEFINICION GANGLIOS ¥ MASAS GANGLIONARES HIGADO, BAZO MEDULA OSEA
RESPUESTA COMPLETA

Regresion a tamafio normal de ganglios linfaticosy . . ., ; s
Desaparicion de toda masas ganglionares (1,5 cm en su DT maximo para D;1 abll; §1$ gie gf;ii‘&giﬁo’ﬁg Deff;irr;ac?;m dl:e i:
evidencia clinica v los ganglios, 1,5 cm antes del tratamiento). Eécf ot MACIOSCAmIcs han. de meédula dsea despude
radiologica de Disminucion de ganglios de 1,1-1,5 cm de DT desaparecer. Di ?pzlcién de otros  del tra tamientosptlrlaS
enfermedad maximo antes del tratamiento a 1 cm en su mavor P : i

DT después del tratamiento, o = 75% en la SDM

organos aumentados por el linfoma

realizarse la biopsia

RESPUESTA COMPLETA NO CONFIRMADA

Masa residual de ganglios linfaticos = 1,5 cm en el
mavor DT con disminucion > 753% en la S5DM.

Medula dsea

Idem RC Ganglios individuales con disminucion = 75% en la Idem RC indeterminada
SDM en comparacion con el tamafio de masa basal
RESPUESTA PARCIAL
=z 50% de disminucion en SDM de los 6 ganglios No aumento en el tamafio de otros
Regresién de 1a dominantes o masas ganglionares ‘mavores. Estos nodulos, higadooba{zo
enfermedad medible sin ganglios o masas se selecgionan segun: (a) Medibles = 5@‘3’{6 de dis:rﬁunion enla SM de
haber nuevos sitios de S al menos do? dimensiones perpend.lcula_rets; (k) los nodulo?resplemcosvrhepahcos. -
1a enfermedad Ser de regiones diferents del cuerpo; (c) Incluir areas La afectacion de otros organos se
mediastinicas v retroperitoneales de la enfermedad considera enfermedad evaluable v
cuando estos sitios estan involucrados no medible
ENFERMEDAD ESTABLE
No cumple criterios de RC, RP o PE
PROGRESION DE LA ENFERMEDAD
Nueva lesion o aumento a . .. Aparicion de cualquier nueva . i
= 50% de los sitios 3\9“‘12?;25; 50% en la SDM de cualquier lesién lesion durante o al final del il;ectacu:: fiueva o

previos involucrados

tratamiento

DT: Didmetro trasversal; PE: Progresion de la enfermedad; RC: Respuesta completa; RP: Respussta parcial; SDM: Suma de los didmetros mdximos




Tabla 1.9. Criterios de respuesta revisados por el Grupo Internacional de Trabajo (2007) [adaptado de (154)].

CRITERIOS REVISADOS POR EL GRUPO INTERNACIONAL DE TRABAJO, 2007

DEFINICION MASAS GANGLIONARES

HIGADO, BAZO

MEDULA OSEA

RESPUESTA COMPLETA

de -FDG-avida o PET+ antes de la terapia: masa

Desaparicion de cualquier tamafio permitida si PET-

toda evidencia de

No palpable, desaparicion de

Desaparicion de la infiltracion en
la biopsia de repeticion. Si la

enfermedad -FDG-avida varible o PET-: regresion a noddulos morfologia es indeterminada, la
tamafio normal en TAC THC debe ser negativa
RESPUESTA PARCIAL

Reduccion = 50% en la SDM de las 6 masas
dominantes sin aumento del tamafio del resto
-FDG-avida o PET+ antes de la terapia: una o
mas lesiones PET+ en el sitio previamente

Regresion de las
lesiones medibles
sin  aparicion de

= 50% de disminucion en la SDM de
nodulos (para un nodulo simple se
toma el mavor didmetro trasversal),

Irrelevante sies positivo antes de
la terapia. Se debe espcificar el

nuevas involtucrado sin aumento del tamafio de higado o  tipo de céhila
localizaciones -FDG-avida varible o PET-: regresion en TAC bazo
ENFERMEDAD ESTABLE
-FDG-avida o PET+ antes de la terapia: PET+
No cumple en localizaciones basales, sin aparicion de
criterios de RC, EF nuevos focos en TAC v PET - -
o PE -FDG-avida varible o PET-: sin cambios de

tamafio de las lesiones previas en TAC

PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

Cualquier nueva Aparicion de nueva lesion > 1,5 cm en
lesion o aumento = cualquier eje, = 50% en la SDM o del diametro
50% del minimo maximo de wun ganglio previamente

Aumento > 50% desde el minimo
tamnafio en la SDM de lesiones

tamafio de identificado > 1 cm en el gje corto bacales
cualquier  lesion Lesiones PET+ si FDG-avida del linfoma o
basal PET+ previo a la terapia

Infiltracion nueva o recurrente

FDG: Fluorodesoxiglucasa IHC: Inmunohistoquimica; PET: Tomografia por emisidén de positrones; SDM: Suma de los didmetros mdximos;
TAC: Tomografia axial computarizada.




Tabla 1.10. Criterios de respuesta de Lugano (2014) [adaptado de (67,156)].

CRITERIOS DE LUGANO, 2014

SITIO PET-TAC (Respuesta metabolica) TAC (Respuesta radiologica)
RESPUESTA COMPLETA
Puntuacion 1, 2 0 3 con o sin masa residual en 3-P5*
La captacion puede ser mavor que el mediastino v/o
higado normales en anillo de Waldever o sitios
Ganglios extraganglionares, con alta absorcion fisiologica o
linfaticos v sitios ~ con activacion dentro del bazo o la medula. En esta Los ganglios/masas ganglionares deben regresar a = 1,5 cnen LDi
extralinfaticos situacion, puede deducirse una respuesta metabdlica
completa si la captacion en los sitios basales
afectados no es mavor que el tejido normal proximo
incluso si el tejido tiene una alta absorcion fisiologica
Lesion no medida No aplicable Ausente
Aumento drganos No aplicable Regresar a la normalidad
Nuevaslesiones  Ninguna Ninguna
Medula dsea Sin evidencia de enfermedad FDG-avida Normal por morfologia; 5i es indeterminada, THC negativo
RESPUESTA PARCIAL
Puntuacion 4 o 5 con absorcion reducida en Disminucion=50% enla SPD de 6 ganglios medibles objetivos v sitios
Ganglios comparacion con las masas basales v residuales de extranodales. Cuando una lesion es pequefia para medirla por TAC, s
linfaticos v sitios ~ cualquier tamafio. Durante el tratamiento, sugiere asigna el valor 5 mun x 5 mun. 51 no es visible, 0 mumn x 0 mun. Para un
extralinfaticos que la enfermedad responde. Al final del nodulo>5mmx 5 mm, pero mas pequefio de lo normal, se utilizar la
tratamiento, indica enfermedad residual medida real
Lesion no medida No aplicable Ausente/normal, reducido, pero sin aumento
Aumento drganos No aplicable El bazo debe haber reducido un 50% en longitud mas de lo normal
Nuevas lesiones  Ninguna Ninguna

Medula osea

Captacion residual mavor que la captacion en la
médula normal pero reducida en comparacion conla
linea base. 51 hav cambios focales persistentes en la
meédula en el contexto de una respuesta nodal, se
debe considerar la posibilidad de una evaluacion
posterior con RM o biopsia o un analisis de intervalo

Mo aplicable




Tabla 1.10. Criterios de respuesta de Lugano (2014) [adaptado de (67,156)].

CRITERIOS DE LUGANO, 2014

SITIO PET-TAC (Respuesta metabolica) TAC (Respuesta radiologica)

ENFERMEDADESTABLE

Gan;]imsh]na.sas Puntuacion 4 o 5 sin cambios significativos en la < 50% de disminucion de la SPD de hasta 6 ganglios dominantes

igloﬂ;;na 5 captacion de FDG en la evaluacion durante el medibles v sitios extraganglionales; No se cumplen los criterios para
. tratamiento o al final del tratamiento la enfermedad progresiva

extraganglionales

Lesion no medida No aplicable No hav aumento consecuente con la progresion

Aumento organos No aplicable No hay aumento consecuente con la progresion

MNuevas lesiones Ninguna Ninguna

Medula osea 5in cambios respecto a los datos de base No aplicable

PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

Un ganglio o lesion individual debe ser anormal con: LDi> 1,5 cm,
aumento en un 30% del PPD inicial v un aumento del LDi o SDi inicial

Masas/nodulos Puntuacion 4 o 5 con un aumento en la intensidad de 0,5 cm para lesiones = 2 cm; 1,0 cm para lesiones = 2 cm
individuales; la absorcion vfo nuevos focos FDG-avidos Con respecto alaesplenomegalia, la longitud esplénica debe
lesiones relacionados con el linfoma en la evaluacion durante awmentar mas del 50% de la extension de su aumento previo con
extranodales el tratamiento o final del tratamiento respecto al basal. 5i no hav esplenomegalia previa debe aumentar al

menos 2 cm respecto al valor basal.
Esplenomegalia nueva o recurrente
Lesion no medida Ninguna Nueva o clara progresion de lesiones no medibles preexistentes
MNuevos focos FDG-avidos relacionados con linforna Rebrote de lesiones previamente resueltas
en lugar de otra etiologia (por ejemplo, infeccion, Un nuevo nodulo > 1,5 cm en algiun eje. Un nuevo sitio extranodal =
Nuevas lesiones  inflamacion). 5i se desconoce la etiologia de las 1,0 cm en algin eje. 5i < 1,0 om en algin eje, su presencia debe ser
nuevas lesiones, se puede considerar la biopsia 0 el inequivoca v debe atribuirse al linfoma
escaner por intervalos Enfermedad evaluable de cualquier tamafio atribuible al linfoma
Meédula dsea Nuevos o recurrentes focos FDG-avidos Afectacién nueva o recurrente
5-PS: Escala de 5 puntos; FDG: Fluoredesoxiglucosa IHC: Inmunchistoquimica; LDM: Didmetro transversal mds largo de una lesién; PET: Tomografia por
emision de positrones; PPD: Producto cruzado del LDi y didmetro perpendicular; RM: Resonancia magnética; SDi: Eje mds corto perpendicular al LDi; SPD:
Suma del producto de los didmetros perpendiculares para lesiones multiples; TAC: Tomografia axial computarizada.
*PET 3P5: 1, ausencia de captacién; 2, captacion = mediasting; 3, captacion = mediasting pero=< higado; 4, captacion moderadamente > hepitica; 5, la captacion
g5 notablemente mayor que el higado y / o lesiones nusvas; X, es poco prabable que las nuevas dreas de captaciin estén relacionadas con el linfoma.
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La “Clasificacion de Lugano” representa un cambio importante del sistema
de estadificacion de Ann Arbor y de los criterios del Grupo de Trabajo
Internacional para la evaluacion de la respuesta. El objetivo de su desarrollo es la
simplificacion y estandarizacion de la evaluacion de la respuesta. Segun esta
clasificacion, la evaluacion por TAC identifica 4 grupos de respuesta: (a) RC
radioldgica: desaparicion de todos los ganglios menores o iguales a 1,5 cm de
diametro mas largo, sin hallazgos de linfoma; (b) RP: reduccion del 50% o mas de
la carga de morbilidad; (c) EE: menos de un 50% de disminucion de la carga de
morbilidad; (d) PE: adenopatia nueva o aumentada o nuevo linfoma extranodal
(157).

La evaluacién de la respuesta por PET-TAC se basa en la actividad
metabdlica por evaluacion visual de la captacion de FDG utilizando la "escala de
cinco puntos" (PET 5PS), descrita en la Tabla 1.10. Segtin la PET 5PS, se han
establecido 4 categorias de respuesta: (a) puntuacion de respuesta metabdlica
completa: puntuacion de 1, 2 o 3; (b) puntuacion de respuesta metabdlica parcial:
puntuacion de 4 o 5 con absorcion reducida de FDG; (c) ninguna respuesta
metabolica: puntuacion de 4 o 5 sin cambio significativo en la captacion de FDG;
(d) enfermedad metabdlica progresiva: puntuacion de 4 o 5 con aumento de la

captacion de FDG o con nuevas lesiones (67,156,157).

Para entender los objetivos que se persiguen en una investigacion clinica, a
continuacion se definen aquellos conceptos mas utilizados en los diferentes

ensayos clinicos realizados en linfomas (154,158):

- Supervivencia global (SG). La SG es el tiempo desde el momento que el
paciente entra en el estudio hasta la muerte por cualquier causa. No siempre es un
punto final éptimo debido al tiempo que se tarda en lograr ese punto final y

porque puede reflejar los efectos de las terapias subsiguientes.

- Supervivencia libre de progresion (SLP). La SLP se define como el tiempo
desde que el paciente entra en el estudio hasta la progresion del linfoma o la
muerte por cualquier causa. SLP es a menudo el punto final elegido en los
ensayos clinicos de linfoma, especialmente aquellos que implican histologias
incurables o indolentes, porque refleja el crecimiento del tumor y por lo tanto es
interpretable antes que el punto final de la SG y no se confunde con las terapias

subsiguientes.
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- Supervivencia Libre de Eventos (SLEv). La SLEv (tiempo hasta el fracaso del
tratamiento) se mide desde el momento de la entrada del estudio hasta cualquier
fracaso del tratamiento o la interrupcion del tratamiento por cualquier motivo
(por ejemplo, progresion de la enfermedad, toxicidad, preferencia del paciente,
progresion o muerte). Generalmente, este criterio de valoracion no es promovido
por las agencias reguladoras porque esta influenciado por la eficacia, la toxicidad
y la retirada del paciente. Sin embargo, puede ser ttil en la evaluacion de algunas

terapias toxicas.

- Tiempo hasta la progresion (TTP). El TTP se define como el tiempo desde la
entrada del estudio hasta la progresion del linfoma documentada o la muerte
atribuible al linfoma. En TTP, las muertes por otras causas se censuran, ya sea en
el momento de la muerte o en un momento anterior de la evaluacién, lo que
representa un patron aleatorio de la pérdida del estudio. TTP puede ser tutil en
histologias curables, en el que la mayoria de las muertes en un estudio pueden no
estar relacionadas con el linfoma y en su lugar estar causadas por toxicidad del

tratamiento o seguimiento prolongado.

- Supervivencia libre de enfermedad (SLE). La SLE se mide desde el momento
de la aparicion del estado libre de enfermedad o de la RC hasta la recurrencia de
la enfermedad o la muerte por linfoma o la toxicidad aguda del tratamiento. Este
punto extremo puede complicarse por las muertes que ocurren durante el periodo
de seguimiento que no estan relacionadas con el linfoma. Si tales muertes deben
ser consideradas como acontecimientos o censuradas en el momento de la
ocurrencia es controvertido porque no siempre es posible identificar las muertes

relacionadas con el linfoma, lo que conduce a la posibilidad de sesgo.

- Duracion de la respuesta. La duracion de la respuesta es desde el momento en
que se cumplen los criterios de respuesta (es decir, RC o RP), siendo el evento la

primera documentacion de recaida o progresion.

- Tiempo para el siguiente tratamiento. Para ciertos ensayos, el tiempo hasta el
siguiente tratamiento con linfoma puede ser de interés, definido como tiempo
desde el final del tratamiento primario hasta la instauracion de la siguiente
terapia.

- Beneficio clinico. El beneficio clinico es uno de los puntos finales mas

importantes, pero menos definidos, en los ensayos clinicos. Puede reflejar una
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mejora en la calidad de vida, una reduccién de los sintomas del paciente, la

necesidad de transfusiones y las infecciones frecuentes u otros parametros.

1.2. RITUXIMAB

Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico humano-murino anti-
CD20 constituido por una inmunoglobulina glicosilada con las regiones
constantes de la Inmunoglobulina G1 (IgG1) humana y las secuencias de la region
variable de las cadenas ligeras y pesadas murinas. Se obtiene por ingenieria
genética a partir de un cultivo en suspension de células de mamifero (células de
ovario de hamster chino) y se purifica mediante cromatografia de afinidad y de
intercambio idnico, incluyendo procedimientos especificos de inactivacion y de
eliminacion viral (96).

La dosificacion del rituximab se hace en funcién de la superficie corporal
del paciente (mg/m?). Antes de cada administracion, se debe premedicar con un
antitérmico y un antihistaminico para prevenir reacciones adversas infusionales
relacionadas con la perfusion intravenosa. La posologia segtn la indicacion en

linfoma folicular se especifica a continuacién (96):

- Linfoma folicular con terapia combinada: para el tratamiento de inducciéon
en pacientes en recidiva o refractario o que no hayan sido previamente
tratados, la posologia recomendada de rituximab en combinacién con
quimioterapia es de 375 mg/m? por ciclo, hasta 8 ciclos. Se administra el dia

1 de cada ciclo por via intravenosa.

- Linfoma folicular en terapia de mantenimiento, no tratado previamente, que
han respondido a terapia de induccion: la posologia es de 375 mg/m? una
vez cada 2 meses (empezando dos meses después de la ultima dosis de la
terapia de induccidn) hasta progresion de la enfermedad o hasta un periodo

maximo de dos afios.

- Linfoma folicular en terapia de mantenimiento, en recaida o refractario, que
han respondido a terapia de induccion: la posologia es de 375 mg/m? una
vez cada 3 meses (empezando tres meses después de la tltima dosis de la
terapia de induccidn) hasta progresion de la enfermedad o hasta un periodo

maximo de dos afios.
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- Linfoma folicular en recaida o refractario en monoterapia: usado como
tratamiento de induccién en pacientes adultos con linfoma folicular estadio
III-IV que sean quimiorresistentes o estén en su segunda o subsiguientes
recidivas tras quimioterapia. La posologia es de 375 mg/m2 administrada en
forma de perfusion intravenosa una vez por semana durante cuatro

semanas.

Recientemente se ha aprobado la presentacion de rituximab para
administracién subcutdnea con una posologia recomendada en pacientes adultos
a una dosis fija de 1400 mg, independientemente del drea de superficie corporal,
después de haber recibido una dosis completa de rituximab intravenoso, con la

ventaja de esta nueva presentacion para administrarse en 5 minutos (96).

Asi pues, rituximab se ha convertido en un farmaco imprescindible para el

tratamiento los LNH agresivos e indolentes.

A pesar de su amplia utilizacion en la practica clinica desde su
comercializacion, el mecanismo de accién no se conocia con exactitud pero la
realizacion de diversos estudios a lo largo de los afios ha permitido completar el
conocimiento de su mecanismo especifico en los seres humanos (159). El principal
efecto del rituximab se debe, fundamentalmente, a su unién con el antigeno
CD20, una fosfoproteina transmembrana no-glucosilada expresada en la mayoria
de las etapas del desarrollo de los linfocitos B, desde las células pre-B hasta los
linfocitos B de memoria maduros, perdiéndose cuando se diferencia a célula
plasmatica. El complejo antigeno-anticuerpo transloca las balsas de lipidos
presentes en la membrana celular. Las balsas de lipidos son dominios
heterogéneos de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos. Se ha demostrado
que los linfocitos B malignos pueden producir balsas de lipidos andmalas que
pueden modificar la sensibilidad del rituximab sobre el LNH (160).

La eficacia de la terapia anti-CD20 con rituximab estda mediada por una
combinacion de factores y mecanismos de accion que engloban la apoptosis, la
citotoxicidad celular dependiente del complemento (CCDC) y los mecanismos
mediados por el receptor Fcy (FcyR), incluyendo la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (CCDA) y la fagocitosis, tal y como se observa en la

Figura 1.8.
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Figura 1.8. Mecanismos de accion del rituximab; los tres mecanismos independientes son:
1) CCDA; 2) CCDG; 3) Apoptosis. Esquema de la estructura de CD20 y rituximab (161).

1.2.1. Citotoxicidad celular dependiente del complemento (CCDC)

El primer paso de la activacion del complemento por la via clasica es la
union de Clq a las porciones Fc de las IgG. Esta unidon desencadena una cascada
proteolitica que genera grandes cantidades de C3b. Las moléculas C3b tienen una
doble accidn, actuar como opsoninas y unirse a la C3 convertasa para formar una
C5 convertasa, conduciendo a la generacion de complejos de ataque de membrana
que destruyen la membrana celular. Las convertasas C3/C5 liberan también dos
fragmentos pequefios, C3a y Cba, que actiian como mdleculas quimioatrayentes
de neutréfilos. Los receptores del complemento se expresan en las células
efectoras tales como granulocitos, macrdéfagos y células NK y pueden inducir la

lisis celular (159). En la Figura 1.9 se muestran las vias de activacion del sistema
del complemento.



CAPITULO I: INTRODUCCION 81

Classical
Pathway
M Complement

C1(C1q-:C1r2-C1s2) MBL+MSAP-1/2 @ Regulatory Proteins

Activator, eg, Mannose
C1-INH l,\:t vator, eg., igG/igM l
O Anaphylatoxin

on Bacterials

Ci(C1q-Cr2:C1s2) MSAP-1/2
= S
(c48P X Factor | @ c2o -5 Gonvertass
C3 Converiase C4b-2; Cab-2a-3b
CorF [ e [ car & :
c3 <—> C3b-> iC3b
Eactor B Factor D
C3 Convertase C3b-Bb C3b:Bb:3b
[oAF [uce [ cri = o7 (Gom
Factor B+D @L
cab | DAF | mcp | cR1 |
Activator, eg
Polysaccharides, Spontaneously

C3 ____C3-H;0 Tickover
& =
Alternative

Pathway

Figura 1.9. Vias de activacion del sistema del complemento (162).

El efecto del rituximab en la CCDC se produce mediante la interaccion de
Clq con el fragmento Fc del rituximab expuesto después de unirse al antigeno
CD20 localizado en la superficie de los linfocitos B, activando asi la cascada del
complemento a través de la via cldsica, lo que conduce a la citolisis (162,163). Los
niveles del complemento parecen desempefiar una papel predominante en el
efecto del rituximab (164). Asimismo, en relacion con la toxicidad, se ha
demostrado una correlacion directa entre la activacion del complemento por el

rituximab y las reacciones infusionales (165).

1.2.2. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA)

La muerte de las células tumorales mediante la CCDA se consigue a través
de la interaccion entre la fraccion Fc del rituximab y el receptor Fcy expresado en
las células inmunes con actividad citotdxica, como los monocitos, macréfagos,
células NK y granulocitos, dando lugar a la activacién de dichas células efectoras
y a la destruccidon de los linfocitos B unidos al rituximab por fagocitosis o lisis

celular. Esta interaccion inicia una serie de vias de sefializacion que conduce a la
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liberacion de granulos citotoxicos compuestos por mediadores inmunes
inflamatorios y/o citotdxicos, incluyendo citoquinas, quimiosinas, proteasas y
especies reactivas de oxigeno, que desencadenan en la muerte celular
(159,162,166). Se han identificado tres tipos de receptores Fcy, los receptores
activadores FcyRI o CD64 de alta afinidad y FcyRIII o CD16 de baja afinidad y el
receptor FcyRII o CD32 de baja afinidad, compuestos por 8 isoformas (FcyRlIa/b/c,
FcyRIla/b/c, FcyRlIlla/b) (162,167,168). En determinadas lineas de investigacion se
ha considerado la CCDA como el principal mecanismo de accién del rituximab.
En estudios in vivo se ha observado que la actividad antitumoral de rituximab se
reduce considerablemente en ratones deficientes en receptores FcyRI/ FcyRIII,
mientras que la interrupcion del gen que codifica para el receptor FcyRIIb, tinica

isoforma con actividad inhibidora, aumenta la actividad antitumoral (169).

1.2.3. Induccidn de la apoptosis

Las caspasas tienen interés clinico debido a que diversos agentes
antineopldsicos intervienen en el mecanismo de apoptosis a través de la via
dependiente de las caspasas. Una segunda via apoptodtica es la mediada por las
proteinas de la familia de genes BCL. Esta familia de genes incluye tanto proteinas
proapoptdticas como antiapoptoticas y el balance entre las sefiales de estas
proteinas contribuye a la susceptibilidad celular a la apoptosis (160).

Rituximab induce la apotosis de los linfocitos B del LNH mediante vias de
quimio e inmunosensibilizacion. El antigeno CD20 esta asociado con la familia Src
de tirosina cinasa, Lyn, Fyn y Lck (170,171). Asi, cuando rituximab se une
especificamente a CD20, las balsas lipidicas de la membrana celular se
redistribuyen activando a la familia Scr de tirosina cinasa e iniciando las vias de
sefializacion que desencadenan en la apoptosis (162). Rituximab sensibiliza a las
células tumorales resistentes a la induccion de la apoptosis a diversos farmacos
quimioterapéuticos mediante las vias de sefializacién Raf-1-MEK1/2-ERK1/2, p38
MAPK, NF-kB, ERK1/2 y Akt (161,172).

Debido al papel que juega el NF-kB en la resistencia a los ligandos TRAIL
(“Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand”) y FASL (“Fragment for
apoptosis stimulation ligand”), se ha propuesto que rituximab tiene la capacidad de
sensibilizar las lineas celulares de LNH-B a la apoptosis mediada por TRAIL y
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FASL. Se ha demostrado la sensibilizacion de la apoptosis inducida por FASL
mediante la inhibiciéon de NF-kB o de la proteina de transcripciéon Ying Yang 1
(YY1) (173). Ambas moléculas, YY1 y NF-kB, regulan negativamente la
transcripcion del receptor DR5 para TRAIL, por lo que su inhibicién favorece la
sensibilizacion de las células tumorales a la apoptosis inducida por TRAIL (174).
Se ha demostrado que rituximab acttia regulando DR5 y sensibilizando las lineas
celulares de LNH-B a la apoptosis promovida por TRAIL, induciendo la
inhibicion de YY1 y NF-xB (175). Estas evidencias han permitido ampliar el
conocimiento del mecanismo de inmunosensibilizaciéon mediado por rituximab y
su papel en la induccion de la eliminacién de células tumorales por células
efectoras que expresan los ligandos TRAIL y FASL (Figura 1.10) (161).

Fas ngand ” ’ TRAIL

Sensnuzauon

Rituximab

Fas Receptor
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Figura 1.10. Mecanismo de inmunosensibilizacién mediado por rituximab (161).

Recientemente, debido a las resistencias adquiridas por las células
neoplasicas de linfocitos B al tratamiento, se ha investigado la importancia de los
lisosomas sobre estas células. Se ha descubierto el papel de CD20, diana
terapéutica del rituximab, en la permeabilizacién lisosomal de la membrana a
través de su co-localizacion con el receptor de factor de necrosis tumoral 1
(TNFR1) implicado en la apoptosis, favoreciendo la muerte celular inducida por

lisosomas (176).
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1.3. FARMACOGENETICA

La respuesta de los medicamentos de un individuo a otro varia
considerablemente, de manera que resulta dificil predecir la efectividad o la
seguridad de un medicamento determinado en un paciente concreto. Esta
variabilidad interindividual en la respuesta es bien conocida y plantea un
problema en la medicina debido a que un mismo medicamento administrado a
distintos pacientes diagnosticados con la misma patologia no produce la misma
respuesta en todos ellos, considerandose que una dosis efectiva y segura en unos

pacientes puede ser infraterapéutica o toxica en otros (177).

Los factores determinantes de esta variabilidad incluyen tanto factores
genéticos como no genéticos y puede afectar a los procesos farmacocinéticos (PK)
de absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion o a los procesos
farmacodinamicos (PD) relacionados con la interaccion del farmaco con el
receptor o diana farmacoldgica (178). Las proteinas que participan en los procesos
PK/PD estan codificadas por genes cuya expresion difiere de unos individuos a
otros, motivo que explicaria gran parte de las diferencias en la respuesta a los

medicamentos, a partir de las caracteristicas genéticas (179).

El término “farmacogenética” fue utilizado por primera vez en 1959 por
Friedrich Vogel para designar el estudio del papel que juegan la variaciones
genéticas de manera individualizada en la respuesta a los medicamentos (180).
Por lo tanto, la farmacogenética se define como la disciplina cientifica que estudia
el perfil genético de cada individuo o poblacién relacionado con la variabilidad
de la respuesta a los medicamentos, en términos tanto de eficacia como de
seguridad, y permite optimizar ambas caracteristicas de los diferentes farmacos
(181).

En los altimos afos, la medicina individualizada ha experimentado un gran
avance impulsado por la finalizacién del Proyecto Genoma Humano y el Proyecto
Internacional HapMap. La descodificacion del genoma humano ha desvelado que
existen diferencias entre el genoma de dos personas en el 0,1%, por lo que el
99,9% de las bases que forman el ADN humano es idéntico para todos los
individuos. Mediante la comparacion de este 0,1% distinto se podra conocer la

posible relacion entre determinadas regiones del genoma y la predisposicion
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genética a determinadas enfermedades, asi como identificar mutaciones que
puedan explicar las diferencias entre las respuestas individuales a los

tratamientos farmacoldgicos (182).

Un polimorfismo genético se define como la presencia de dos o mas alelos
en un mismo locus génico, con una frecuencia de al menos el 1% de la poblacion,
originando variaciones en la secuencia de nucledtidos del ADN entre individuos
de una poblacion (183). Se conocen diferentes tipos de polimorfismos genéticos,
como el polimorfismo de nucledtido tinico (SNP) y el polimorfismo de ntimero
variable de secuencias repetidas [Variable Number of Tandem Repeats (VNTR); Short
Tandem Repeats (STRs)]. E1 SNP representa el 90% de la variabilidad genética, se
caracteriza por la sustitucion de un unico nucledtido [adenina (A), timina (T),
citosina (C) o guanina (G)] en la secuencia del ADN y aparece con una frecuencia
aproximada de uno cada mil nucleédtidos, considerandose el polimorfismo con

mayor interés en farmacogenética (184).

En la actualidad se considera que los genes humanos pueden presentar
polimorfismos genéticos que pueden conducir a modificaciones funcionales
significativas y, por consiguiente, conllevar a una expresion alterada del gen o a
una actividad diferente del producto génico. El estudio de los polimorfismos que
afectan a receptores y dianas farmacoldgicas tiene interés para conocer su

implicacion en la respuesta a los farmacos.

En ocasiones, es frecuente analizar varios polimorfismos simultdneamente
en posiciones polimorficas presentes en una misma region de forma conjunta.
Esto se debe a que algunos SNPs, por estar localizados muy cerca fisicamente, se
heredan juntos en pequefios bloques de desequilibrio de ligamiento (185). El
desequilibrio de ligamiento es un fenémeno que puede ser entendido como una
co-segregacion de dos posiciones polimorficas, de forma que el conocimiento de
un alelo en un SNP puede predecir el alelo del otro SNP, si la probabilidad de
asociacion es alta entre estos dos polimorfismos (186,187). Por este motivo, es
interesante identificar el conjunto de alelos que se transmiten juntos en cada
cromosoma. La combinacién especifica de alelos de distintos SNPs relacionados,
localizados muy préximos entre si en un cromosoma, contituye una serie de SNPs

en bloque denominada “haplotipo” (185).

El objetivo fundamental que persigue la farmacogenética es optimizar el
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tratamiento de manera individual mediante una terapia personalizada mas
segura y eficiente, identificando los SNPs y/o haplotipos o alelos conjuntos que se
transmiten juntos relacionados con la respuesta a un medicamento. La
farmacogenética puede ayudar a seleccionar a los pacientes que podrian
responder mejor o peor a un farmaco determinado antes de iniciar el tratamiento,
creando un perfil farmacogenético, seleccionar la medicacion mds apropiada y
segura para un determinado paciente y seleccionar la dosis mas adecuada y
segura para pacientes con unas determinadas caracteristicas genotipicas y
fenotipicas (178).

1.3.1. Farmacogenética del rituximab

La introducciéon del rituximab como anticuerpo monoclonal anti-CD20 ha
conducido a mejorar la eficacia del tratamiento de los LNH, en general, y del
linfoma folicular, en particular, observandose un importante beneficio en la SG de
la enfermedad en comparacion con los controles historicos de las tltimas décadas
(84).

El rituximab se ha convertido en una terapia esencial para el tratamiento
convencional de los LNH, tanto en primera linea como en el mantenimiento y en
las recaidas (160). Sin embargo, todavia existen dos retos en el tratamiento de los
LNH, como son la falta de respuesta y la resistencia (162). La variabilidad
interindividual en la respuesta al tratamiento con rituximab se ha relacionado con
la presencia de diferentes SNPs en genes implicados en su mecanismo de accion,
como factor principal. La identificacion temprana de aquellos pacientes que
puedan responder positivamente al rituximab podria servir de ayuda para
establecer un tratamiento efectivo a este medicamento, asi como de minimizar los

costes y mejorar la seguridad de su uso.

A lo largo de los afos, se han incrementado las investigaciones relacionadas
con la susceptibilidad de padecer determinadas enfermedades y de como
determinados SNPs intervienen en el desarrollo de las mismas. También se estan
ampliando los estudios farmacogenéticos que permiten llevar a cabo una

terapéutica basada en “la medicina personalizada”.

En relacion con el mecanismo de accion del rituximab, son numerosos los

estudios realizados sobre la influencia de los polimorfismos presentes en los
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genes involucrados en la CCDA y la respuesta que se consigue en los LNH,
especialmente en el linfoma folicular y en el LDCBG (188-194). Por el contrario,
los estudios realizados sobre la influencia de los polimorfismos en los genes
relacionados con la apoptosis y la respuesta al tratamiento con rituximab son

escasos, de ahi la importancia de seguir investigando acerca de los mismos.

1.3.1.1. Polimorfismos relacionados con la CCDC

Clq desempenia un papel importante en la eliminacion de cuerpos
apoptoticos a través de la via cldsica de activacion del complemento y es un
elemento fundamental para la actividad terapéutica in wvivo del rituximab
(195,196).

En un estudio realizado por Racila et al. (196) se evalud el impacto del
polimorfismo A276G localizado en el gen CIQA sobre la tasa de respuesta con
rituximab en monoterapia en pacientes con linfoma folicular. Se observé que los
homocigotos para el alelo G (GG) presentaban niveles séricos elevados de Clq y
mayores tasas de recaida que los portadores del alelo A (AA/AG). Asimismo, los
homocigotos para el alelo A obtenian una tasa de respuesta completa mas elevada

que los heterocigotos (AG) y los homocigotos para el alelo G.

1.3.1.2. Polimorfismos relacionados con la CCDA

En pacientes diagnosticados de linfoma CD20+, el rituximab favorece el
reclutamiento de células efectoras de la CCDA, como las células NK y los
macrdfagos, que expresan receptores Fc (FcyRlIla o CD32a y FcyRlIlla o CD16a). El
gen FCGR3A muestra un dimorfismo funcional que genera dos alelos, codificando
para valina o fenilalanina (FCGR3A 158V/F). El principal polimorfismo del gen
FCGR2A es una mutacién que afecta al aminodacido en la posicion 131, codificando
para arginina o histidina (FCGR2A 131R/H) (197).

Los polimorfismos relacionados con la CCDA han sido los mas estudiados
hasta el momento. De esta manera, los estudios realizados por Carton et al. (188)
en linfoma folicular tratado con rituximab en monoterapia, Kim et al. (197) en
LDCBG tratado con R-CHOP y Zhang et al. (189) en LNH (LDCBG y LNH tipo T)
tratado con R-CHOP concluyen que los portadores del alelo FCGR3A 158V eran

mas sensibles y se correlaciona con una mejor y mas rapida tasa de respuesta que
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el alelo 158F considerandose un predictor de la respuesta, sin embargo, no
asociaron el polimorfismo FCGR2A 131H/R con la respuesta por no encontrar
diferencias estadisticamente significativas. Ademads, Veeramani et al. (190)
evaluaron a pacientes diagnosticados de diferentes enfermedades proliferativas
de células B, una vez administrada una dosis estandar de rituximab como
farmaco tnico o formando parte de una terapia combinada, valorando si los
polimorfismos del gen FCGR3A afectaban al niumero y la activacion de células
NK. Asimismo, observaron que el rituximab producia una activacion de células
NK en los pacientes que presentaban los genotipos 158VF/VV y no con el
genotipo 158FF. Este descubrimiento podria ayudar a explicar mejores resultados
clinicos en el subgrupo de pacientes con polimorfismo FCGR3A 158VF/VV

tratados con rituximab.

Por el contrario, Prochazka et al. (191) no encontraron diferencias entre los
genotipos FCGR3A en la respuesta al tratamiento en pacientes diagnosticados de
linfoma folicular después de la inmunoquimioterapia, a diferencia de Weng et al.
(192) que estudiaron los polimorfismos FCGR3A y FCGR2A observando que,
tanto el genotipo FCGR3A 158VV como el genotipo FCGR2A 131HH, se asociaban
independientemente con la tasa de respuesta y la enfermedad libre de progresion.
En otro estudio llevado a cabo por Paiva et al. (193) se observo que los pacientes
con genotipo FCGR2A 131HH presentaban mayor porcentaje de respuesta
completa en comparacién con el genotipo FCGR2A 131RR, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas en términos de SG o SLP entre los
alelos. Se postuld que el genotipo HH aumentaba la afinidad del receptor FcyRlIla
mejorando la union con el rituximab. Por otro lado, las células efectoras, ademas
de expresar en su superficie receptores FcyRlIlla (CD16) y FcyRlla (CD32a), cuyas
funciones son activadoras, también expresan el receptor FcyRIIb (CD32b) con

actividad inhibidora.

El receptor FcyRIlb, con actividad inhibidora, es expresado tanto en
macrofagos como en linfocitos B. Se ha identificado que el polimorfismo en la
posicidon 232 puede codificar para Isoleucina o Treonina (FCGR2B 232I/T) (194).
En un estudio realizado por Weng et al. (194) se evalud, de igual manera, la
influencia del polimorfismo FCGR2B en la respuesta al tratamiento de rituximab
en linfoma folicular. El genotipo predominante en los pacientes de este estudio
fue 232II seguido de 232IT y 232TT. La tasa de respuesta fue similar entre los tres
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grupos y no se encontraron diferencias entre la SLP y el tiempo medio de
progresion entre 232I1 y 232IT (no se determino con TT por el bajo nimero de

pacientes que lo presentaban).

1.3.1.3. Polimorfismos relacionados con la induccion de la apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisioldgico de
eliminacion celular estrechamente regulado y caracterizado por una secuencia de
cambios morfoldgicos. A nivel molecular, se trata de una cadena de sefiales que
estan reguladas positiva y negativamente manteniendo la homeostasis y
concluyendo con la activacion de la cascada proteolitica donde participan
proteinas de la familia de las caspasas (198). La apoptosis puede activarse
mediante dos mecanismos diferenciados, por via intrinseca cuando se altera la
permeabilidad mitocondrial por sefiales de estrés intracelular, y por via extrinseca
a través de la union en la membrana plasmatica de citoquinas de la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF), tales como FASL, TRAIL y TNF-a, a los
receptores del TNF (199). La apoptosis desempena un papel protector frente a
posibles enfermedades, sin embargo, este mecanismo se puede ver alterado
durante el desarrollo del cancer, favoreciendo la progresiéon tumoral y la
resistencia a las terapias antitumorales habituales (200). Los SNPs que tienen
lugar en los genes que codifican a receptores y moléculas relacionados con la
apoptosis se han asociado con la susceptibilidad a padecer enfermedades

autoinmunes, neurodegenerativas o cancer.

A nivel de la apoptosis mitocondrial, es frecuente que los linfomas
foliculares presenten la translocacién t(14;18). La translocacion yuxtapone el gen
BCL2, localizado en el cromosoma 18, a la region potenciadora del gen de las
inmunoglobulinas localizada en el cromosoma 14. La region potenciadora
favorece la sobreexpresion del gen BCL2 y la produccion de la proteina
mitocondrial BCL2 responsable del bloqueo de la apoptosis, convirtiéndose en un

evento iniciador de la oncogénesis del linfoma folicular (201).

Las vias de sefializacién extrinseca estan mediadas por receptores de la
superfamilia =~ del @ TNF (TNFRSF) que representan  glicoproteinas
transmembranales cuya estructura esta constituida por una fraccion extracelular,

una regiéon transmembrana y una region intracelular (202). Estos receptores
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contienen un “dominio de muerte” (DD), que permite su interacciéon con unas
proteinas que albergan un dominio homdlogo. Hay cuatro receptores principales
de muerte: FAS, también conocido como CD95 o APO1 (gen TNFRSF6); TRAILR1
o DR4 (gen TNFRSF10A); TRAILR2 o DR5 (gen TNFRSF10B); y TNFR1 o DR1
(gen TNFRSF1A). Las células citotoxicas efectoras expresan en su superficie
determinados ligandos extracelulares de muerte celular implicados en la
modulacion de la supervivencia celular mediante la activacion de la apoptosis,
como FASL, TRAIL y TNFa, que median la citotoxicidad directa de células
sensibles que expresan los receptores correspondientes a cada ligando (FAS,
TRAILR y TNEFR, respectivamente) (203). En la Figura 1.11 se muestran los

receptores de muerte celular y sus correspondientes ligandos.
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Figura 1.11. Receptores de muerte celular y los correspondientes ligandos (202).

El ligando TRAIL puede unirse a cuatro receptores, TRAILR1 (“death
receptor 4”, DR4) y TRAILR2 (“death receptor 5”7, DR5) que contienen un DD
citoplasmatico y transmiten sefales proapoptoticas, y TRAILR3 (DcR1) y
TRAILR4 (DcR2) que acttian como receptores de membrana y estan desprovistos

de dominios de unién con una proteina adaptadora. Los receptores FAS,
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TRAILR1 y TRAILR? se unen a la misma proteina adaptadora intracelular, FADD
(“FAS-associated death domain protein”), mientras que TNFR1 se une a la proteina
adaptadora TRADD (“TNF receptor-associated death domain protein”). Ambas
proteinas adaptadoras pueden estimular la produccion de la proteina iniciadora
caspasa 8, siendo capaz de activar la caspasa 3 efectora y desencadenar el proceso
de la apoptosis (203,204). En la Figura 1.12 se muestran las principales rutas
activadas por receptores de la familia TNF (TNFR).
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Figura 1.12. Principales rutas activadas por receptores de la familia TNFR (199).

Los receptores TRAILR1 y TRAILR?2 se han relacionado con la participacion
en la regulacion de diferentes poblaciones de células linfoides, en particular con la
prevencion de la expansion de linfocitos autorreactivos y el desarrollo de
trastornos autoinmunes (205). En diversos estudios in vivo realizados, se han
publicado datos que demuestran la interferencia de rituximab en los sistemas
FASL/FAS y TRAIL/TRAILR mediante la sensibilizacion de lineas celulares
tumorales de LNH de células B y la induccién de la apoptosis mediada por
TRAIL (206,207) y por FASL (208,209).
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Los genes que codifican para receptores y ligandos relacionados con la
apoptosis por via extrinseca se encuentran localizados en la regién cromosdmica
10q24.1 para FAS, 8p21 para TRAILR1, 12p13.2 para TNFR1, 1q23 para FASL, 3q26
para TRAIL y 6p21.3 para TNF (210).

Hasta el momento, no existen estudios publicados que analicen la influencia
de los polimorfismos en genes de receptores TNFRSF en la respuesta al
tratamiento con rituximab. Sin embargo, se han desarrollado diversos estudios
farmacogenéticos sobre la influencia de polimorfismos en genes de apoptosis y la
respuesta a tratamiento con terapias bioldgicas en enfermedades autoinmunes. En
un estudio realizado por Hlavaty et al. (211) se demostré la relacion de los
genotipos GG y TT de FAS rs1800682 (-670A>G) y FASL rs763110 (-844C>T),
respectivamente, con la no respuesta al tratamiento con el anticuerpo monoclonal
anti-TNFa, infliximab, en pacientes con enfermedad de Crohn. Por otro lado, en
un estudio llevado a cabo por Morales-Lara et al. (212) se encontré evidencia de
que el genotipo CC en TRAILRI rs20575 (C626G) se asociaba con una mejor
respuesta al tratamiento con anti-TNFa (adalimumab, infliximab y etanercept) en
sujetos diagnosticados de Artritis Reumatoide (AR) y Artritis Psoridsica (APs),
mientras que el alelo G estaba relacionado con una peor respuesta a infliximab
(213). El polimorfismo TNFR1 rs767455 (A36G) muestra una asociacidon distinta
con efectos opuestos en la respuesta a anti-TNFa segin la enfermedad
considerada en el andlisis. Mientras que los pacientes con APs portadores del
genotipo AA presentan una mejor respuesta al tratamiento, en pacientes con AR

con el mismo genotipo manifiestan una peor respuesta a dichos farmacos (212).

En los dltimos anos, se han relacionado diferentes polimorfismos en genes
que codifican para el receptor TRAILR1 con la susceptibilidad de desarrollar
varios tipos de cdncer, como cancer de pulmon, cancer de cabeza y cuello, LNH y
cancer de mama. En un metaandlisis publicado por Chen et al. (214), los
polimorfismos estudiados fueron TRAILRI rs20575 (C626G), TRAILR1 rs2230229
(A1322G) y TRAILRI rs20576 (A683C), de los cuales el alelo G de TRAILR1
152230229 y el alelo C de TRAILR1 rs20576 se asociaron con un incremento del
riesgo de cancer. Asi mismo, en un estudio realizado en Heredia-Galvez et al.
(215) en pacientes diagnosticados de LNH y LH se ha demostrado que el alelo A
(AG/AA) del polimorfismo rs12488654 (G716A) en el gen TRAIL presentan una
fuerte asociacion con el riesgo de desarrollo de linfomas.
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En relacién con polimorfismos en genes que codifican para el sistema
FASL/FAS, diversas investigaciones han demostrado que FAS rs1800682 y FASL
rs763110 se relacionan con la susceptibilidad de desarrollar cancer (216). Para el
polimorfismo FASL rs763110, el alelo C se ha asociado con una mayor expresion
basal de FASL en células T y, por consiguiente, con una mayor tasa de apoptosis
que sugiere un aumento en el riesgo de desarrollar cancer, en comparacion con el
alelo T que reduce significativamente la expresion de FASL (217). Se ha observado
que los individuos con el genotipo TT tienen un menor riesgo de cancer que los
individuos con el genotipo CC (218). En relaciéon con estos hallazgos, se ha
confirmado que el genotipo CC aumenta el riesgo de desarrollar cancer de

pancreas, a diferencia del genotipo TT que lo disminuye (219).

El polimorfismo FAS rs1800682 ha demostrado estar implicado en la
patogénesis, las manifestaciones clinicas y la supervivencia de la leucemia de
células T en individuos adultos (ATL). El genotipo AA se encontraba
sobreexpresado en pacientes diagnosticados de ATL y comprendia subgrupos
clinicos significativamente mas agresivos (agudos y linfomas). Asimismo, la
presencia de un alelo A (genotipos AA y AG) se asocié con un aumento de la
mortalidad durante el primer afo de seguimiento desde el diagnostico de ATL en

relacion con el genotipo GG (220).
Debido al papel que juega los TNFRSF en el mantenimiento de la

homeostasis del sistema inmune y la asociacion entre diversos polimorfismos en
genes que codifican para estos receptores de muerte con la susceptibilidad a
desarrollar cancer o la respuesta a la inmunoterapia (211,212,214-216,218,221,222),
estudiar SNPs en genes que codifican para receptores y ligandos de los sistemas
FAS/FASL, TRAILR/TRAIL y TNFR1/TNFq, involucrados en la apoptosis a través
de la via extrinseca, ayudaria a esclarecer su implicacién en la respuesta al
tratamiento con rituximab, tales como FASL rs763110, FAS rs1800682, TRAIL
rs12488654, TRAILR1 rs20575, TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229 y TNFR1
1s767455.

El desarrollo de investigaciones encaminadas a la busqueda de marcadores
farmacogenéticos validos que puedan predecir la respuesta a este tipo de
farmacos ha estado favorecido por la falta respuesta completa al tratamiento en
un porcentaje considerable de pacientes, la aparicion de efectos adversos y el

elevado coste que supone el uso de las terapias biologicas. A pesar de que se han
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descrito un nimero elevado de polimorfismos en relacion con su influencia en la
respuesta al tratamiento farmacoldgico con rituximab en diversos linfomas, por el
momento no existe un marcador genético validado para su utilizacion en la

practica clinica.



II - JUSTIFICACION
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II - JUSTIFICACION

La ampliacion del conocimiento de la biologia molecular ha permitido
conocer mejor la fisiopatologia del linfoma folicular y desarrollar nuevos
farmacos que acttien frente a distintas dianas terapéuticas ampliando el arsenal

farmacoldgico.

De este modo, la introduccion del rituximab como farmaco especificamente
dirigido hacia los CD20 ha permitido aumentar la supervivencia de los pacientes
con linfoma folicular y mejorar la respuesta al tratamiento convencional, hecho
que marco un antes y un después en la terapéutica de la enfermedad. A pesar de
ello, atin sigue habiendo un destacado porcentaje de pacientes que no responden

de manera satisfactoria al tratamiento.

La respuesta a los medicamentos es un proceso complejo en el que
intervienen diversos factores, por lo que resulta fundamental evaluar e identificar
aquellos que puedan explicar la heterogeneidad entre los pacientes. En los
altimos anos, la farmacogenética se ha ido desarrollando como una de las
disciplinas en auge dentro de la investigacion biomédica aplicada. Gran parte de
la variabilidad interindividual en la respuesta puede deberse a la variacion
genética entre individuos. La identificacion de polimorfismos que puedan influir
en la respuesta a rituximab en pacientes con linfoma folicular ayudaria a emplear
una terapia mads eficiente, evitando efectos adversos y costes innecesarios, asi

como a predecir la respuesta al tratamiento.

La induccion de la apoptosis se ha establecido como uno de los mecanismos
de accion del rituximab. Por ello, la hipotesis de partida de este trabajo es que los
SNPs presentes en genes funcionales que codifican para moléculas implicadas en
la apoptosis por via extrinseca, tales como FAS, FASL, TRAILR1, TRAIL y TNFR1,
pueden estar relacionados con la variabilidad interindividual en la respuesta al
tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab, considerando la
identificacion de estos polimorfismos como marcadores farmacogenéticos utiles
en el manejo clinico de los pacientes con linfoma folicular, para mejorar y

optimizar la farmacoterapia.
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III - OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

- Evaluar, mediante un estudio farmacogenético y de alelos conjuntos, la
influencia de polimorfismos tipo SNPs en genes que codifican para
receptores y ligandos relacionados con la apoptosis (TRAILRI rs20575,
TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229, TRAIL rs12488654, FAS rs1800682,
FASL rs763110, TNFR1 rs757455) en la respuesta al tratamiento de induccion
en primera linea con rituximab, en pacientes diagnosticados de linfoma

folicular, a mitad del tratamiento (3-4° ciclos) y al final del tratamiento.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Evaluar el impacto de diversos factores clinicos con la respuesta al
tratamiento con rituximab como farmaco incluido en el esquema de
induccién en primera linea.

- Analizar la asociacién y prediccion de factores clinico-biologicos y de

polimorfismos en genes relacionados con la apoptosis con la supervivencia.






IV - MATERIAL Y METODO
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IV - MATERIAL Y METODO

4.1. DISENO Y AMBITO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional analitico de cohortes, retrospectivo, de
pacientes diagnosticados de linfoma folicular que iniciaron tratamiento con
rituximab como inmunoterapia incluida en los esquemas de induccién en primera

linea.

El estudio se ha llevado a cabo en el Servicio de Hematologia del Complejo
Hospitalario Universitario de Cartagena, compuesto por el Hospital General
Universitario Santa Lucia (HGUSL) y el Hospital General Santa Maria del Rosell
(HGSMR), con pacientes pertenecientes al Area de Salud II del Servicio Murciano
de Salud de la Region de Murcia, y en el Servicio de Hematologia del Hospital
General Universitario Morales Meseguer (HGUMM) de Murcia, con pacientes

pertenecientes al Area de Salud VI del Servicio Murciano de Salud.

La inclusién de pacientes y recoleccion de muestras se realizo de manera
prospectiva. El periodo del estudio para la recogida de datos clinicos estuvo

comprendido entre mayo de 2013 y mayo de 2016.

4.2. SUJETOS DEL ESTUDIO

La recogida de la muestra se hizo entre enero de 2006 y mayo de 2014. La
poblacion a estudio comprende un subgrupo de una serie previamente descrita
de 131 pacientes diagnosticados de linfoma folicular (223). Se incluyeron un total
de 126 pacientes diagnosticados de linfoma folicular (59 pacientes procedentes del
Complejo Hospitalario HGUSL-HUSMR vy 67 pacientes procedentes del
HGUMM) que iniciaron tratamiento con rituximab durante el periodo de

recogida de muestra.
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4.2.1. Criterios de inclusion

- Pacientes con diagndstico confirmado de linfoma folicular.

- Pacientes que iniciaron tratamiento de induccién en primera linea con un

esquema farmacoldgico que contenga rituximab.

- Pacientes que completaron el tratamiento de induccién en primera linea
con un esquema farmacoldgico con rituximab y aquellos que no
completaron tratamiento por progresion del linfoma como motivo de la
suspension.

- Participacion voluntaria en el estudio mediante la obtencion del
Consentimiento Informado (Anexo 1) de cada paciente de acuerdo con la

Ley de Investigacion Biomédica del 4 de julio de 2007.

4.2.2. Criterios de exclusion

- Pacientes con edad menor a 18 afos en el momento del inicio del
tratamiento farmacoldgico de induccion en primera linea con

inmunoterapia con rituximab.

- Pacientes a los que no se les ha podido evaluar y confirmar la respuesta al
tratamiento antineopldsico mediante técnicas de imagen (TAC o PET-
TAC).

- Pacientes que denegaron su participacion para participar en el estudio,

mediante la no obtencién del Consentimiento Informado.

4.2.3. Aspectos éticos

Las investigaciones biomédicas, tales como los estudios farmacogenéticos,
precisan de la obtencion de muestras bioldgicas procedentes de pacientes o
sujetos que participen en el estudio. Para ello, es necesario solicitar la autorizacion
de la incorporacion de material bioldgico sobrante proveniente de pruebas que
forman parte de un proceso asistencial, siendo estas muestras incorporadas a un

biobanco que las custodia. Posteriormente, estas muestras bioldgicas se utilizan
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para extraer el ADN y determinar los polimorfismos genéticos, para llevar a cabo

el estudio farmacogenético.

La recogida de la muestra se realizo en las consultas de los Servicios de
Hematologia de los tres mencionados Hospitales previa entrega a los pacientes
del Consentimiento Informado (Anexo 1) por escrito, aprobado previamente por
el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Complejo Hospitalario del
Area 2 de Cartagena y por el Comité Cientifico del Instituto Murciano de
Investigaciones Biomédicas (IMIB). A cada paciente se le informaba acerca de la
incorporacion de la muestra bioldgica en el biobanco, de las condiciones en las
que se llevaba a cabo y del derecho de retirarse del estudio sin que esto

ocasionase perjuicio alguno.

El Consentimiento Informado se elabord de acuerdo a lo establecido en la
Ley 14/2007, del 4 de julio de Investigacion Biomédica. El tratamiento, la
comunicacion y la cesiéon de los datos de caracter personal de todos los
participantes del estudio se llevo a cabo segtn lo dispuesto en la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre de Proteccion de Datos Personales, garantizando la

confidencialidad de los datos.

4.3. VARIABLES DEL ESTUDIO

4.3.1. Recogida de datos

La recogida de los datos clinicos necesarios para llevar a cabo el estudio se
realizo de forma sistemdtica mediante su registro en una base de datos compuesta

por una hoja Excel® que incluia las variables del estudio.

Los datos del estudio se obtuvieron a partir de la revision de las historias
clinicas informatizadas (Selene®), de las historias clinicas en formato papel y de
las analiticas incluidas en el programa electréonico del laboratorio de Analisis
Clinico (Servolab®).

4.3.2. Datos clinicos

Las variables clinicas recogidas en el estudio se indican en la Tabla 4.1 y se
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definen a continuacién:

a. Caracteristicas del paciente

Caracteristicas demograficas: edad, género. Seguin la edad al diagnostico,

los pacientes se clasificaron en dos grupos, < 60 afios y > 60 afios.

Variables analiticas y moleculares al diagndstico: presencia de VHB, VHC
y VIH, presencia de médula ¢sea infiltrada, grado histoldgico clasificado
como grado 1, 2 o 3 (englobandose en dos grupos: grado 1-2 y grado 3),
nivel de (2-microglobulina (se considerd [2-microglobulina elevada a
valores > 1,8 ug/mL), nivel de LDH (se consider6 LDH elevada a valores >
246 Ul/mL), nivel de hemoglobina (se clasificaron a los pacientes en dos
grupos considerando como punto de corte un nivel de hemoglobina de 12
g/dL: <12 g/dL 0 212 g/dL).

Sistemas de estadiajes y clasificaciones pronosticas del linfoma folicular:
escala FLIPI clasificada como riesgo bajo (0-1 factores de riesgo),
intermedio (2 factores de riesgo) o alto (> 3 factores de riesgo) que
contribuye a valorar la enfermedad y elaborar un plan estratégico para
cada grupo (82); estadio de Ann Arbor que agrupa los linfomas en funcién
de la extensiéon de la enfermedad en el momento del diagnostico,
clasificado como estadio I, I, ITl o IV (78).

Estado funcional al diagnodstico clasificado mediante la escala ECOG (69).
Antecedentes oncologicos descritos como tipo de cancer.
Presencia de sintomas B.

Presencia de enfermedad voluminosa o masas bulky.

b. Variables relacionadas con el tratamiento

Fecha de inicio del tratamiento de inducciéon en primera linea con
inmunoterapia con rituximab.

Tratamiento con radioterapia previa o concomitante a la administracion
del tratamiento de induccion en primera linea: descripcion de la zona de

irradiacion osis administrada.
d yd d trad
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- Esquema del tratamiento de induccion en primera linea, nimero de ciclos
administrados y cambio o suspension de algiin medicamento del esquema
utilizado.

- Tratamiento de mantenimiento con rituximab, tras obtener RC o RP al
tratamiento de induccion en primera linea, indicando la pauta posoldgica

administrada y el nimero de dosis.

- TPH indicando el tipo de trasplante.

c. Variables relacionadas con la respuesta.

- Tipo de técnica de imagen utilizada en la evaluacion de la respuesta
(TAC o PET-TAC).

- Tasa de respuesta segin los “Criterios de Cheson” revisados por el
Grupo Internacional de Trabajo para la evaluacion por PET-TAC (154) y

“Criterios de respuesta de Lugano” para a la evaluacion por TAC (67).
- Fecha de documentacién de la obtencion de RC.

- Numero de recaidas, fecha de fin de seguimiento y causas de

fallecimiento.

d. Variables relacionadas con la supervivencia.

- Fecha del ultimo contacto o revision.

- SG. Se consider6 el periodo de tiempo (meses) desde el momento del
diagndstico (fecha de confirmaciéon anatomopatoldgica, histologica e
inmunohistoquimica) hasta la fecha de fallecimiento por cualquier causa.
Los pacientes perdidos durante el seguimiento y los no fallecidos en el
momento de finalizar el estudio fueron censurados a fecha del ultimo
contacto.

- SLP. Se considero el periodo de tiempo (meses) desde la fecha del inicio
del tratamiento hasta la primera evidencia de progresion. La SLP se
censuro en la fecha de fallecimiento o en la fecha del ultimo seguimiento

en los pacientes que continuaban libres de progresion en ese momento.
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Tabla 4.1. Variables clinicas incluidas en el estudio.

CARACTERISTICAS CLINICAS

Caracteristicas del paciente - Edad

- Género

- ECOG

- Antecedentes oncologicos
- Presencia de sintomas B

- Presencia de enfermedad voluminosa (Bulky)

Datos analiticos y moleculares | - VHB

al diagnéstico . VHC

- VIH

- Nivel de 32-microglobulina

- Nivel de LDH

- Nivel de Hemoglobina

- Presencia de médula dsea infiltrada

- Grado histoldgico

Sistemas de  estadiaje 'y | - FLIPI

clasificaciones prondsticas - Estadio de Ann Arbor

TRATAMIENTO

- Fecha inicio del tratamiento

- Radioterapia previa o concomitante a la administraciéon del tratamiento de
induccién en primera linea

- Esquema de induccién en primera linea

- Numero de ciclos recibidos, cambio o suspension de algin medicamento del
esquema utilizado

- Tratamiento de mantenimiento con rituximab

- Trasplante de progenitores hematopoyéticos

RESPUESTA

- Tipo de evaluacién de la respuesta (TAC o PET-TAC)
- Tasa de respuesta segin los “Criterios de Cheson” revisados por el Grupo

Internacional de Trabajo y “Criterios de respuesta de Lugano”
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Tabla 4.1. Variables clinicas incluidas en el estudio.

RESPUESTA

- Fecha de documentacion de RC
- Nuimero de recaidas
- Fecha de fin de seguimiento

- Causas de fallecimiento

SUPERVIVENCIA

- Supervivencia global

- Supervivencia libre de progresion

4.4. CRITERIOS DE EVALUACION DE LA RESPUESTA

La respuesta al tratamiento fue evaluada tras recibir la mitad de los ciclos
previstos del esquema de induccion en primera linea, es decir, al 3-4° ciclo y al

finalizar el tratamiento, utilizando técnicas de imagen (TAC o PET-TAC).

Para evaluar la respuesta se utilizaron los “Criterios de Cheson” revisados
por el Grupo Internacional de Trabajo y “Criterios de respuesta de Lugano”, en
funcion de la técnica de imagen empleada, clasificAndose como RC, RP, EE y PE
(67,154).

Se agruparon a los pacientes como respondedores cuando alcanzaron la RC
y respondedores parciales-no respondedores al resto de pacientes que

presentaron RP, EE o PE en la evaluacion de la respuesta.

4.5. ESTUDIO FARMACOGENETICO

4.5.1. Muestras

Se utilizaron muestras de capa leucoplaquetar obtenidas por centrifugacion
de 5 mL de sangre periférica recogida en tubo de hemograma anticoagulado con
acido etildiaminotetraacético (EDTA) tripotasico, a 2500 rpm durante 5 minutos,
empleando la centrifuga Sorvall S6.
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4.5.2. Extraccion de ADN y cuantificacion

La extraccion de ADN de las muestras de capa leucoplaquetar se llevo a
cabo mediante el método de purificacion en columna Qiagen® empleando el Kit
QIAmp® DNA minikit (Qiagen, Hilden, Alemania) y el equipo de extraccion
automatizado QIAcube® (Qiagen, Hilden, Alemania). El sistema QIAmp®
proporciona el aislamiento y purificacion del ADN en cuatro etapas integradas
sin interrupciones con el equipo automatizado QIAcube®. El procedimiento de

purificacion se describe a continuacion (224):

- Lisis de las células presentes en la muestra en condiciones de

desnaturalizacion a altas temperaturas.

- Union del ADN del lisado celular a la membrana de la columna de
centrifugacion. Se afiade etanol a los lisados, se aplican a la columna de
centrifugacion y, a medida que el lisado la atraviesa, el ADN se adsorbe
sobre la membrana de gel de silice mientras que los contaminantes pasan a

través de ella.

- Lavado de la membrana con dos soluciones tampoén de lavado para
eliminar los contaminantes, permaneciendo unido el ADN a la membrana

de la columna de centrifugacion.
- Elucion del ADN de la membrana con la solucion tampdn de elucion.

La cuantificacion del ADN se llevo a cabo mediante la metodologia de
absorbancia ultravioleta (UV) utilizando el espectrofotémetro Eppendorf

BioPhotomether® (Hamburgo, Alemania).

4.5.3. Genotipado

La deteccion de los polimorfismos (TRAILRI rs20575, TRAILR1 rs20576,
TRAILR1 rs2230229, TRAIL rs12488654, FAS rs1800682, FASL rs763110, TNFR1
rs757455) se realizo utilizando sondas KASPar® (KBioscience, Hertfordshire,
Reino Unido) basadas en una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
competitiva alelo especifica empleando la tecnologia FRET (Fluorescence Resonance

Energy Transfer). Para llevar a cabo la PCR competitiva, se utilizé el equipo de
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PCR a tiempo real 7500F de Applied Byosistems® (Foster City, CA, EEUU) en
placas de 96 pocillos.

Este sistema emplea una Taq polimerasa modificada sin actividad 3’-5’
exonucleasa y cebadores que generan productos de PCR fluorescentes
permitiendo genotipar el SNP en un paso tinico. Esta disefiado como un ensayo
multiplex que detecta ambos alelos en un tinico tubo de reaccion con tres primers
especificos para el SNP sin marcar y dos primers universales marcados con
fluorescencia. Los primers universales marcados con fluorescencia, si no se unen al
ADN molde, adoptan una estructura de horquilla en donde la molécula de
fluorocromo se encuentra muy proxima a un apantallador o “quencher” que le
impide la emision de fluorescencia. Sin embargo, cuando son complementarios al
ADN molde, la estructura de horquilla se rompe y el fluorocromo es capaz de
emitir fluorescencia que es medida por el detector. En la PCR a tiempo real, los
procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera simultdnea. A
través de la deteccion de fluorescencia puede medirse la cantidad de ADN
sintetizado conforme avanza la amplificacion, siendo esta cantidad proporcional a

la emision de fluorescencia producida en la reaccion.

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones de temperatura y tiempo,
para los polimorfismos TRAILRI rs20575 y TNFR1 rs767455: 94°C durante 15
minutos seguidos de 35 ciclos de 57°C durante 25 segundos y 72°C durante 40
segundos. Asimismo, la PCR para los polimorfismos TRAILR1 rs20576, TRAILR1
rs2230229, TRAIL rs12488654, FASL rs763110 y FAS rs1800682, se realizo mediante
el protocolo fouchdown, bajo las siguientes condiciones de temperatura y tiempo:
activacion de la polimerasa a 94°C durante 15 minutos; 10 ciclos touchdown
consistentes en desnaturalizacion durante 10 segundos a 94°C y temperatura de
anillamiento durante 60 segundos con bajada desde 61°C a 55°C a razén de 0,6°C
por ciclo para finalizar con 26 ciclos de 94°C durante 10 segundos y a una
temperatura de anillamiento fija de 55°C durante 60 segundos.

La mezcla preparada para realizar la PCR competitiva estd compuesta por 4
uL de DNA (concentracion media 60 ng/pL), 4 uL de mezcla maestra 2X Kaspar
Master Mix, 0,11l de primer y sondas fluorescentes especificas de alelo y 0,064l
de MgCl2 (50mM).
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4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables del estudio se representaron como frecuencia absoluta y
relativa (porcentaje) para las categdricas y como media + desviacion estandar (DE)
o mediana [rango intercuartilico (RI): percentil 25-percentil 75] para las variables
continuas, en funcion de que la variable presentara o no una distribuciéon normal,
respectivamente. Para verificar la normalidad de las variables continuas se
representd graficamente mediante un histograma de frecuencias y se aplicé la

prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Una vez descrita la muestra, se analizo la asociacion de cada una de las
variables categdricas entre el grupo de pacientes respondedores y el grupo de
respondedores parciales-no respondedores, asi como entre los diferentes
genotipos para los polimorfismos estudiados, empleando el test Chi-cuadrado o
el test exacto de Fisher cuando se observaba una frecuencia esperada menor a 5 en
alguna de casilla de la tabla de contingencia, segtin procediera. Del mismo modo,
para analizar la asociacion de cada una de las variables continuas con los dos
grupos clasificados en funcion de la respuesta y con los diferentes genotipos, se
utilizé el test T de Student en caso de que siguieran una distribucion normal o el
test U de Mann-Whitney en caso opuesto. Los resultados de los polimorfismos se

estudiaron siguiendo un modelo co-dominante, dominante, recesivo y por alelos.

La asociacién entre las variables del estudio, incluidos los diferentes
polimorfismos, y la respuesta al tratamiento como variable dependiente, se
evalu6 también mediante una regresion logistica binaria no ajustada. Se estimo la
prueba de Chi-cuadrado para cada variable como método para evaluar la
importancia relativa de cada una dentro del modelo. Posteriormente, se realiz6 un
andlisis de regresion logistica binaria multivariante que incluy6 aquellas variables
(covariables) que en el modelo de regresion logistica binaria no ajustada
presentaban una mayor puntuacion en el test Chi-cuadrado, independientemente
del valor de p, permitiendo elaborar un modelo multivariado y determinar el
efecto de dichas variables. Del mismo modo, se seleccionaron aquellas covariables
mas relevantes en el modelo (parsimonioso) evitando el sobreajuste. Estas
covariables fueron introducidas en un bloque mediante el método introducir. Los

resultados obtenidos tanto en el andlisis de regresion logistica binaria no ajustada
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como en el de regresion logistica binaria multivariante se expresaron como Odds
Ratio (OR) e intervalo de confianza al 95% (IC95%). La calibracion del modelo se
evaluo6 utilizando la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow y para la

discriminacion del modelo se emple¢ el Estadistico C.

En el andlisis genético por alelos conjuntos se utilizo el test Chi-cuadrado de
Pearson. Para interpretar la influencia de los distintos alelos se tuvieron en cuenta
unicamente los alelos conjuntos que presentaban una frecuencia de aparicion
mayor al 10%, como porcentaje minimo, en alguno de los dos grupos. El
desequilibrio del ligamiento se considero relevante cuando el valor del coeficiente

de desequilibrio D normalizado (D’) era superior a 0,500.

La confirmacién de que los genotipos cumplian con el equilibrio de Hardy-
Weinberg se evalud utilizando el test Chi-cuadrado de Pearson aplicando la
calculadora on-line de la Universidad de Tufts, EEUU, disponible en:

www.tufts.edu.

Para el andlisis de supervivencia se emplearon las curvas de Kaplan-Meier,
comparando las curvas de supervivencia obtenidas mediante el test de Log-Rank.
El modelo de regresion de Cox univariante (método introducir) se utilizd para
evaluar el valor pronostico independiente de las caracteristicas basales y de los
polimorfismos genéticos en la SLP y SG. Los resultados obtenidos se expresaron

como Hazard Ratio (HR) con su correspondiente intervalo de confianza al 95%.

El valor p < 0,05 fue elegido como punto de corte para la significacion
estadistica. Para llevar a cabo el andlisis estadistico se utilizo el software
estadistico SPSS® version 22.0 para Windows® (IBM, Nueva York, Estados
Unidos). El presente estudio se plantea como exploratorio o piloto y por ello no se
ha realizado un célculo del tamafio muestral. El andlisis por alelos conjuntos se
realizo mediante el software SHEsis para analisis genético disponible en la pagina

web http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php.


http://www.tufts.edu/
http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php
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V - RESULTADOS

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS

5.1.1. Caracteristicas basales

Se incluyeron en el estudio un total de 126 pacientes. Las caracteristicas
clinicas, los datos analiticos y moleculares al diagndstico y las clasificaciones
pronosticas y sistemas de estadiaje de los pacientes se describen a continuacion en
las siguientes Tablas 5.1, 5.2 y 5.3. La edad media fue 56,1+15,1 afios, siendo un
56,3% hombres. Los niveles al diagnostico de LDH, [2-microglobulina y
hemoglobina fueron normales en un 31,7%, 18,3% y 70,6%, respectivamente.
Segun el género, los niveles de hemoglobina fueron menores a 12 g/dL en 13
(19,1%) hombres y 20 (37,0%) mujeres. Mas de la mitad de los pacientes
presentaba un estadio III-IV (77,0%), un grado histoldgico 1-2 (76,2%) y un buen
estado funcional (ECOG 0-1, 86,5%).

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de la poblacién del estudio.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)

Edad, afios 56,1+15,1
Género masculino, n (%) 71 (56,3)
Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 73 (57,9)

> 60 anos 53 (42,1)
ECOG, n (%)

0-1 109 (86,5)

>2 13 (10,3)

No disponible 4(3,2)
Antecedentes oncoldgicos, n (%)

Si 12 (9,5)

No 114 (90,5)
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Tabla 5.1. Caracteristicas basales de la poblacién del estudio.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)

Presencia de sintomas B, n (%)

Si 22 (17,5)

No 97 (77,0)

No disponible 7 (5,6)
Presencia de enfermedad bulky, n (%)

Si 7 (5,6)

No 119 (94,4)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.

Tabla 5.2. Datos analiticos y moleculares de la poblacién del estudio.

VARIABLES

COHORTE TOTAL (n=126)

VHB, n (%)

VHC, n (%)

LDH, UI/L

[2-microglobulina, pg/mL

Hemoglobina, g/dL

LDH, n (%)
Elevada
Normal
No disponible

B2-microglobulina, n (%)
Elevada
Normal
No disponible

Hemoglobina <12 g/dL, n (%)
Si
No
No disponible

Meédula ésea infiltrada, n (%)
Si
No
No disponible

1(0,8)
1(0,8)
312,0 (RI: 194,0-394,5)
2,5 (RI: 1,9-3,5)
13,2 (RI: 11,8-14,2)

80 (63,5)
40 (31,7)
6 (4,8)

88 (69,8)
23 (18,3)
15 (11,9)

33 (26,2)
89 (70,6)
4(32)

63 (50,0)
51 (40,5)
12 (9,5)
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Tabla 5.2. Datos analiticos y moleculares de la poblacion del estudio.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)
Grado histoldgico, n (%)
1-2 96 (76,2)
3A 23 (18,3)
3B 5 (4,0)
No disponible 2 (1,6)

LDH: Lactato deshidrogenasa; VHB: Virus de Hepatitis B; VHC: Virus de Hepatitis C: VIH: Virus
de Inmunodeficiencia Adquirida; p2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246
Ul/mL.

Tabla 5.3. Clasificaciones prondsticas y sistemas de estadiaje de la poblacién del estudio.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)

Estadio de Ann Arbor, n (%)

I-1I 22 (17,5)

I-1v 97 (77,0)

No disponible 7 (5,6)
Escala FLIPI, n (%)

Bajo 41 (32,5)

Intermedio 36 (28,6)

Alto 39 (31,0)

No disponible 10 (7,9)

FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma Folicular.

5.1.2. Caracteristicas del tratamiento

Considerando el tratamiento farmacologico recibido en primera linea para
tratar el linfoma folicular, en 124 pacientes se utilizd rituximab asociado a
quimioterapia y en 2 pacientes se utilizo rituximab en monoterapia (rituximab
semanal). En la Tabla 5.4 se muestran los esquemas de induccion en primera linea

recibidos.
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Tabla 5.4. Esquemas de induccién en primera linea utilizados.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)
R-CHOP, n (%) 65 (51,6)
R-COP, n (%) 27 (21,4)
R-CHOP+R, n (%) 16 (12,7)
R-COP+R, n (%) 7 (5,6)
R-Bendamustina, n (%) 3(24)
R-CNOP, n (%) 2 (1,6)
Rituximab semanal, n (%) 2 (1,6)
R-FC, n (%) 1(0,8)
R-FCM, n (%) 1(0,8)
R-EMD, n (%) 1(0,8)
R-Clorambucilo, n (%) 1(0,8)

R-Bendamustina: Rituximab 375mg/m*+bendamustina 90mg/m? c/28 dias; R-Clorambucilo:
Rituximab  375mg/m?+clorambucilo 10mg  c/28  dias;  R-CHOP:  Rituximab
375mg/m2+ciclofosfamida  750mg/m>+doxorubicina 50mg/m*+vincristina 1,4mg/m?*+ prednisona
60mg c/21 dias; R-CHOP+R: Idem R-CHOP+2 rituximab 375mg/m? c/21 dias; R-CNOP:
Rituximab 375mg/m*+ciclofosfamida 750mg/m>+mitoxantrona 10mg/m*+vincristina 1,4mg/m?+
prednisona 60mg c/21 dias; R-COP: Rituximab 375mg/m?+ciclofosfamida 750mg/m*+vincristina
1,4mg/m>+ prednisona 60mg c/21 dias; R-COP+R: Idem R-COP+2 rituximab 375mg/m? c¢/21
dias; R-FC: Rituximab 375mg/m?*+fludarabina 25mg/m?+ciclofosfamida 750mg/m? c/28 dias; R-
ECM: Rituximab 375mg/m*+fludarabina  25mg/m*+ciclofosfamida  200mg/m*+mitoxantrona
omg/m? ¢/28 dias; R-FMD: Rituximab 375mg/m*+fludarabina 25mg/m*+mitoxantrona
10mg/m*+dexametasona 20mg c/28 dias; Rituximab semanal: 375 mg/m? c¢/7 dias durante 4
semanas. Todos los farmacos se administraron via intravenosa, excepto prednisona y dexametasona
administrados via oral.

La Tabla 5.4 refleja la variabilidad de los esquemas farmacologicos
utilizados en la practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular. Para el
analisis estadistico, los pacientes se agruparon en funcién del tipo de esquema y
del ntimero de ciclos que habian recibido. En la Tabla 5.5 se muestra la
distribucién de los diferentes esquemas utilizados en funcion del nimero de
ciclos recibidos, divididos éstos en tres grupos: a) Numero de ciclos mayor de 6;
b) Ntumero de ciclos igual a 6; ¢) Numero de ciclos menor de 6. Las dos dosis de
rituximab asociadas a los esquemas R-COP (R-COP+R) y R-CHOP (R-CHOP+R)

se contabilizaron como un ciclo cada una.
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Tabla 5.5. Esquemas de quimioterapia agrupados segtin el nimero de ciclos recibidos.

ESQUEMAS DE Ne ciclos > 6 Ne ciclos =6 N ciclos < 6
INDUCCION n=40 n=76 n=10
R-CHOP, n (%) 13 (32,5) 47 (61,8) 5 (50,0)
R-COP, n (%) 2 (5,0) 24 (31,6) 1(10,0)
R-CHOP+R, n (%) 16 (40,0) - -
R-COP+R, n (%) 6 (15,0) 1(1,3) -
R-Bendamustina, n (%) 1(2,5) 1(1,3) 1 (10,0)
R-CNOP, n (%) 1(2,5) 1(1,3) -
Rituximab semanal, n (%) - - 2 (20,0)
R-FC, n (%) - 1(1,3) -
R-FCM, n (%) - - 1 (10,0)
R-FDM, n (%) 1(2,5) - -
R-Clorambucilo, n (%) - 1(1,3) -

R-Bendamustina: Rituximab 375mg/m*+bendamustina 90mg/m? c¢/28 dias; R-Clorambucilo:
Rituximab  375mg/m?+clorambucilo  10mg  ¢/28  dias;  R-CHOP:
375mg/m*+ciclofosfamida 750mg/m*+doxorubicina 50mg/m*+vincristina 1,4mg/m?+ prednisona
60mg ¢/21 dias; R-CHOP+R: Idem R-CHOP+2 rituximab 375mg/m? c¢/21 dias; R-CNOP:
Rituximab 375mg/m*+ciclofosfamida 750mg/m?+mitoxantrona 10mg/m*+vincristina 1,4mg/m>+
prednisona 60mg ¢/21 dias; R-COP: Rituximab 375mg/m*+ciclofosfamida 750mg/m?+vincristina
1,4mg/m>+ prednisona 60mg c/21 dias; R-COP+R: Idem R-COP+2 rituximab 375mg/m? c¢/21
dias; R-FC: Rituximab 375mg/m?*+fludarabina 25mg/m?*+ciclofosfamida 750mg/m? c/28 dias; R-
FCM: Rituximab 375mg/m*+fludarabina  25mg/m?+ciclofosfamida  200mg/m*+mitoxantrona
omg/m? /28 dias; R-FMD: Rituximab 375mg/m*+fludarabina  25mg/m*+mitoxantrona
10mg/m*+dexametasona 20mg c/28 dias; Rituximab semanal: 375 mg/m? c/7 dias durante 4
semanas. Todos los farmacos se administraron via intravenosa, excepto prednisona y dexametasona
administrados via oral.

Rituximab

En relacién con los esquemas comentados anteriormente, fue necesario
suspender algin fdrmaco en 6 pacientes por presentar toxicidad relacionada. De
este modo, 2 pacientes precisaron suspender la infusion de rituximab en el primer
ciclo del esquema R-CHOP por reaccién infusional, administrandose en los ciclos
posteriores; 3 pacientes presentaron toxicidad cardiaca a doxorubicina en los
ultimos ciclos, cambidndose el esquema R-CHOP por R-COP; y un paciente
presentd pérdida de sensibilidad asociada a vincristina en los tltimos ciclos,
cambidndose el esquema R-COP por R-CP. Ademas, el paciente que recibi6 el
esquema R-COP+R con un total de 6 ciclos, éstos corresponden a 4 de R-COP y 2

de rituximab en monoterapia administrado cada 21 dias.
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Otros datos relacionados con el tratamiento se describen en la Tabla 5.6,
indicando en la misma la terapia de consolidacion con radioterapia concomitante
al tratamiento farmacolégico de induccidon antes de evaluar la respuesta al final
del tratamiento y el nimero de pacientes que fueron tratados con rituximab de
mantenimiento después de conseguir una RC o RP con el tratamiento de

induccidn.

Tabla 5.6. Radioterapia concomitante y rituximab de mantenimiento recibidos.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)
Radioterapia concomitante, n (%)
Si 14 (11,1)
No 112 (88,9)
Rituximab de mantenimiento, n (%)
Si 82 (65,1)
No 44 (34,9)

Las sesiones de radioterapia se realizaron con una dosis total de 36 Gy
(64,3%), 30 Gy (21,4%), 24 Gy (7,1%) y 18 Gy (7,1%) irradiada sobre el campo
afectado [inguinal (n=4), abdominal (n=2), retroperitoneal (n=2), mediastinica
(n=2), axilar (n=1), lumbar (n=1), supraclavicular y laterocervical (n=1) y sacra
(n=1).

Los esquemas de rituximab de mantenimiento recibidos después del
tratamiento de induccién en primera linea fueron:

1 dosis de 375 mg/m? de rituximab cada 2 meses durante 1 afo (n=8; 9,8%)
1 dosis de 375 mg/m? de rituximab cada 2 meses durante 2 afos (n=57; 69,5%).
1 dosis de 375 mg/m? de rituximab cada 3 meses durante 1 afio (n=1; 1,2%).

1 dosis de 375 mg/m? de rituximab cada 3 meses durante 2 afos (n=16; 19,5%).

Ademas, 4 pacientes recibieron tratamiento con rituximab semanal como
terapia de consolidacién alternativa a rituximab de mantenimiento, después de
completar tratamiento de induccion con rituximab, cuyo esquema se basa en la
administracién de una dosis de rituximab de 375 mg/m? intravenoso cada 7 dias

durante 4 semanas.

El TPH se realizé a 13 (10,3%) pacientes, clasificindose en AloTPH (n=2;
15,4%), AutoTPH (n=6; 46,2%) o ambos trasplantes (n=5; 38,5%).
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5.1.3. Caracteristicas de la respuesta

La distribucion de la respuesta evaluada al finalizar tratamiento de
induccion en primera linea fue: 91 (72,2%) pacientes en RC, 30 (23,8%) en RP, 4
(3,2%) en EE y 1 (0,8%) en PE. Asimismo, la distribucién de la respuesta evaluada
a mitad del tratamiento fue: 36 (36,7%) pacientes en RC, 57 (58,2%) en RP y 5
(5,1%) en EE.

La respuesta clinica de los pacientes del estudio fue evaluada 1-2 meses
después de finalizar el tratamiento de inducciéon mediante examen fisico y
pruebas radiologicas de imagen utilizando TAC o PET-TAC, como se muestra en
la Tabla 5.7. En esta tabla se indica también el nimero de pacientes a los que se
realizo evaluacion de la respuesta a mitad del tratamiento de induccion, tras

recibir el 3-4° ciclo del esquema de tratamiento seleccionado en primera linea.

Tabla 5.7. Prueba radioldgica utilizada y evaluacion de la respuesta a mitad del
tratamiento de induccion de la poblacién del estudio.

VARIABLES COHORTE TOTAL (n=126)
Evaluacion de la respuesta, n (%)
TAC 86 (68,3)
PET-TAC 40 (31,7)
Evaluacién a mitad del tratamiento, n (%)
Si 98 (77,8)
No 28 (22,2)

PET: Tomografia por emision de positrones; TAC: Tomografia axial computarizada.

El tratamiento de consolidacion basado en la administracion de rituximab
de mantenimiento o rituximab semanal, segun la respuesta obtenida (RC, RP) tras

el tratamiento de induccién en primera linea, se indica en la Tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Esquemas de consolidacion segtin la respuesta obtenida al final del tratamiento

de induccién.

., RESPUESTA
Esquema de consolidacién
RC (n=68) RP (n=18)
1 dosis de R cada 2 meses durante 1 ano, n (%) 6 (8,8) 2 (11,1)
1 dosis de R cada 2 meses durante 2 anos, n (%) 43 (63,2) 14 (77,8)
1 dosis de R cada 3 meses durante 1 ano, n (%) 1(1,5) -
1 dosis de R cada 3 meses durante 2 afios, n (%) 14 (20,6) 2 (11,1)
Rituximab semanal, n (%) 4(59) -

Dosis de R: 375 mg/m? intravenoso; R: Rituximab; RC: Respuesta completa; RP: Respuesta parcial;
Rituximab semanal: 375 mg/m? intravenoso c/7 dias durante 4 semanas.

Las respuestas obtenidas después de finalizar el tratamiento de
consolidacion con rituximab, segin el esquema utilizado, se describe en la Tabla
5.9. En 9 pacientes no se evalud la respuesta al tratamiento de consolidacion
debido a que no habian completado tratamiento de mantenimiento con rituximab
tras finalizar el estudio. En estos pacientes la respuesta evaluada antes de
comenzar el tratamiento de rituximab de mantenimiento fue 88,9% RC (n=8) y
11,1% RP (n=1).

Tabla 5.9. Respuesta obtenida al finalizar el tratamiento de consolidacion con rituximab.

S RESPUESTA
Esquema de consolidacién
RC (n=71) RP (n=6)
1 dosis de R cada 2 meses durante 1 ano, n (%) 7(9,9) 1(16,7)
1 dosis de R cada 2 meses durante 2 anos, n (%) 44 (62,0) 4 (66,7)
1 dosis de R cada 3 meses durante 1 ano, n (%) 1(1,4) -
1 dosis de R cada 3 meses durante 2 anos, n (%) 15 (21,1) 1(16,7)
Rituximab semanal, n (%) 4 (5,6) -

Dosis de R: 375 mg/m2 intravenoso; R: Rituximab; RC: Respuesta completa; RP: Respuesta
parcial; Rituximab semanal: 375 mg/m2 intravenoso c/7 dias durante 4 semanas.

Durante el periodo de seguimiento, 28 (22,2%) pacientes desarrollaron una
primera recaida, 15 (11,9%) una segunda recaida y 8 (6,3%) una tercera recaida. La
aparicion de segundas neoplasias tuvo lugar en 8 (6,3%) pacientes. Tras finalizar

el periodo de seguimiento del estudio, las causas de fallecimiento fueron: 4 (3,2%)
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fallecimientos por progresion de la enfermedad, 4 (3,2%) por infeccion
respiratoria, 2 (1,6%) por fracaso multiorganico, 1 (0,8%) por apendicitis
perforada, 1 (0,8%) por otra comorbilidad, 1 (0,8%) por hepatitis B fulminante y 1

(0,8%) por esclerosis lateral amiotrofica.

El desarrollo de recaidas en funcion del esquema de consolidacion con

rituximab recibido y completado se describe en la Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Aparicion de recaidas después de completar tratamiento de consolidacion con
rituximab.

e RECAIDA
Esquema de consolidacién
NO (n=67) SI (n=10)
1 dosis de R cada 2 meses durante 1 ano, n (%) 6 (9,0) 2 (20,0)
1 dosis de R cada 2 meses durante 2 anos, n (%) 48 (71,6) -
1 dosis de R cada 3 meses durante 1 ano, n (%) 1(1,5) -
1 dosis de R cada 3 meses durante 2 anos, n (%) 11 (16,4) 5 (50,0)
Rituximab semanal, n (%) 1(1,5) 3(30,0)

Dosis de R: 375 mg/m2 intravenoso; R: Rituximab; Rituximab semanal: 375 mg/m2 intravenoso
c/7 dias durante 4 semanas.

5.2. ANALISIS DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

5.2.1. Influencia de las variables del estudio en la respuesta al tratamiento de

induccién en primera linea con rituximab

Con motivo del andlisis estadistico, se agruparon a los pacientes en 2 grupos
en funcion de la respuesta: a) Pacientes respondedores (incluye a los pacientes
que alcanzaron RC en la evaluacion al final del tratamiento de induccién y en la
evaluacion a mitad del tratamiento); b) Pacientes respondedores parciales y no
respondedores [RpP/NoRp (incluye a los pacientes que alcanzaron RP, EE y PE en
la evaluacion al final del tratamiento de induccion y en la evaluacion a mitad del
tratamiento)]. El andlisis de cada uno de estos grupos con las caracteristicas

basales, descritas anteriormente, se refleja en las Tablas 5.11 y 5.12.
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Tabla 5.11. Caracteristicas basales en relacidon con la respuesta a mitad del tratamiento.

RESPUESTA INTERMEDIA
VARIABLES Respondedores RpP-NoRp Valior
n=36; 36,7% n=62; 63,3%
Edad, afios 56,4+14,4 55,1+15,0 0,944
Género masculino, n (%) 17 (47,2) 41 (66,1) 0,066
Grupos de edad, n (%)

< 60 anos 19 (52,8) 40 (64,5)

> 60 anos 17 (47,2) 22 (35,5) 0,252
ECOG, n (%)

0-1 31 (86,1) 55 (88,7)

>2 4(11,1) 6(9,7)

No disponible 1(2,8) 1(1,6) 1
LDH, UI/L 294,0 (167,5-357,0) 312,0 (213,5-347,5) | 0,524
LDH, n (%)

Elevada 21 (58,3) 42 (67,7)

Normal 14 (38,9) 18 (29,0)

No disponible 1(2,8) 2 (3,2) 0,320
32-microglobulina, pg/mL 2,2 (1,7-2,9) 2,5(1,9-3,6) 0,577
[32- microglobulina, n (%)

Elevada 22 (61,1) 46 (74,2)

Normal 10 (27,8) 10 (16,1)

No disponible 4 (11,1) 6 (9,8) 0,149
Hemoglobina, g/dL 13,0 (12,0-14,3) 13,4 (12,2-14,3) 0,946
Hemoglobina < 12 g/dL, n (%)

Si 9 (25,0) 14 (22,6)

No 26 (72,2) 47 (72,8)

No disponible 1(2,8) 1(1,6) 0,760
Médula 6sea infiltrada, n (%)

Si 22 (61,1) 28 (45,2)

No 12 (33,3) 27 (43,5)

No disponible 2 (5,6) 7 (11,3) 0,202
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-II 11 (30,6) 9 (14,5)

I-1vV 25 (69,4) 48 (77,4)

No disponible - 5(8,1) 0,091
Grado histologico, n (%)

1-2 27 (75,0) 46 (74,2)

3 8(22,2) 15 (24,2)

No disponible 1(2,8) 1(1,6) 0,848
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Tabla 5.11. Caracteristicas basales en relacién con la respuesta a mitad del tratamiento.

RESPUESTA INTERMEDIA
VARIABLES Respondedores RpP-NoRp valior
n=36; 36,7% n=62; 63,3%
Presencia de sintomas B, n (%)
Si 2 (5,6) 14 (22,6)
No 34 (94,4) 43 (69,4)
No disponible - 5 (8,1) 0,018
Presencia de bulky, n (%)
Si 1(2,8) 5(8,1)
No 35 (97,2) 57 (91,9) 0,410
Escala FLIPI, n (%)
Bajo 16 (44,4) 21 (33,9)
Intermedio 8(22,2) 20 (32,3)
Alto 9 (25,0) 17 (27,4)
No disponible 3(8,3) 4 (6,5) 0,466
Esquema de induccion, n (%)
Esquema 1 19 (52,8) 45 (72,6)
Esquema 2 14 (38,9) 15 (24,2)
Esquema 3 3(8,3) 2(3,2) 0,123
Evaluacion respuesta, n (%)
TAC 28 (77,8) 38 (61,3)
PET-TAC 8 (22,2) 24 (38,7) 0,093

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; PET: Tomografia por emisién de positrones; RpP-NoRp:
Respondedores  parciales-No  respondedores; TAC: Tomografia axial computarizada; [B2-
microglobulina elevada: > 1,8 pug/mL; Esquema 1: incluye los esquemas tipo R-CHOP, R-CHOP+R
y R-CNOP; Esquema 2: incluye los esquemas tipo R-COP y R-COP+R; Esquema 3: incluye los
esquemas tipo R-Bendamustina, R-FC, R-FCM y R-FMD; LDH elevada: > 246 Ul/ml.

Como se refleja en la Tabla 5.11, al analizar la asociacion entre las
caracteristicas basales de la poblacién a estudio y la respuesta a mitad del
tratamiento, se han observado diferencias estadisticamente significativas en la
presencia de sintomas B entre ambos grupos, con un mayor porcentaje en el
grupo de RpP/NoRp (respondedores: 5,6% vs RpP/NoRp: 22,6%; p=0,018). Del
mismo modo, se observd una tendencia hacia la significacion para el género
masculino, siendo mas frecuente en el grupo de peor respuesta al tratamiento

(respondedores: 66,1% vs RpP/NoRp: 47,2%; p=0,066), asi como para el estadio de
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Ann Arbor, siendo mas frecuente el estadio I-1I en el grupo de mejor respuesta al
tratamiento (respondedores: 30,6% vs RpP/NoRp: 14,5%; p=0,091).

Debido a la variabilidad de los esquemas farmacoldgicos utilizados en la
practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular, se realizo un analisis
considerado solamente los pacientes con esquemas tipo R-CHOP, que engloban al
esquema R-CHOP, R-COP y R-CNOP (n=94), de manera que la respuesta
obtenida a mitad del tratamiento fue similar a la obtenida en la cohorte total de
pacientes del estudio [esquema tipo R-CHOP: respondedores: n=24 (33,8%) vs
RpP/NoRp: n=47 (66,2%); cohorte total: respondedores: n=36 (36,7%) vs
RpP/NoRp: n=62 (63,3%)].

Tabla 5.12. Caracteristicas basales en relacién con la respuesta al final del tratamiento.

RESPUESTA FINAL
VARIABLES Respondedores RpP-NoRp P
valor
n=91; 72,2% n=35; 27,8%
Edad, afos 56,6x15,0 54,8+15,5 0,550
Género masculino, n (%) 45 (49,5) 26 (74,3) 0,012
Grupos de edad, n (%)

<60 afios 50 (54,9) 23 (65,7)

> 60 afos 41 (45,1) 12 (34,3) 0,273
ECOG, n (%)

0-1 79 (86,8) 30 (85,7)

>2 9 (9,9) 4 (11,4)

No disponible 3(33) 1(2,9) 0,805
LDH, UI/L 312,0 (186,0-402,0) 306,0 (211,0-349,0) 0,812
LDH, n (%)

Elevada 57 (62,6) 23 (65,7)

Normal 29 (31,9) 11 (31,4)

No disponible 5 (5,5) 1(2,9) 0,886
(32-microglobulina, pg/mL 2,4 (1,9-3,4) 3,1(2,1-3,9) 0,053
[32- microglobulina, n (%)

Elevada 63 (69,2) 25 (71,4)

Normal 19 (20,9) 4 (11,4)

No disponible 99,9 6 (17,1) 0,284
Hemoglobina, g/dL 13,2 (12,2-14,1) 12,9 (11,7-14,4) 0,566
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Tabla 5.12. Caracteristicas basales en relacidn con la respuesta al final del tratamiento.

RESPUESTA FINAL
VARIABLES Respondedores RpP-NoRp P
valor
n=91; 72,2% n=35; 27,8%

Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 21 (23,1) 12 (34,3)

No 67 (73,6) 22 (62,9)

No disponible 3(3,3) 1(2,9) 0,203
Meédula ésea infiltrada, n (%)

Si 48 (52,7) 16 (45,7)

No 35 (38,5) 15 (42,9)

No disponible 8 (8,8) 4 (11,4) 0,367
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-1II 18 (19,8) 4 (11,4)

aI-1v 70 (76,9) 27 (77,1)

No disponible 3(3,3) 4 (11,4) 0,352
Grado histolégico, n (%)

1-2 68 (74,7) 28 (80,0)

3 21 (23,1) 7 (20,0)

No disponible 2(2,2) - 0,666
Presencia de sintomas B, n (%)

Si 13 (14,3) 9 (25,7)

No 75 (82,4) 22 (62,9)

No disponible 3(3,3) 4 (11,4) 0,079
Presencia de bulky, n (%)

Si 3(33) 4 (11,4)

No 88 (96,7) 31 (88,6) 0,093
Escala FLIPI, n (%)

Bajo 32 (35,2) 9 (25,7)

Intermedio 26 (28,6) 10 (28,6)

Alto 26 (28,6) 13 (37,1)

No disponible 7(7,7) 3(8,6) 0,523
Radioterapia concomitante, n (%)

Si 8(8,8) 6(17,1)

No 83 (91,2) 29 (82,9) 0,210
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 28 (30,8) 12 (34,3)

=6 55 (60,4) 21 (60,0)

<6 8 (8,8) 2 (5,7) 0,818
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Tabla 5.12. Caracteristicas basales en relacion con la respuesta al final del tratamiento.

RESPUESTA FINAL
VARIABLES Respondedores RpP-NoRp P
valor
n=91; 72,2% n=35; 27,8%
Evaluacion respuesta, n (%)
TAC 65 (71,4) 21 (60,0)
PET-TAC 26 (28,6) 14 (40,0) 0,217

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Pronéstico Internacional en Linfoma
Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; PET: Tomografia por emisién de positrones; RpP-NoRp:
Respondedores  parciales-No  respondedores; TAC: Tomografia axial computarizada; p2-
microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante:
administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacién de la respuesta.

Tal y como se describe en la Tabla 5.12, al analizar la asociacion entre las
caracteristicas basales de la poblacion a estudio y la respuesta al final del
tratamiento, se observaron diferencias estadisticamente significativas para el
género masculino entre ambos grupos, habiendo un mayor porcentaje de
hombres en el grupo de peor respuesta al tratamiento (respondedores: 49,5% vs
RpP/NoRp: 74,3%; p=0,012). Del mismo modo, se observé una tendencia hacia la
significacion para la presencia de sintomas B y de enfermedad voluminosa o bulky
al diagnostico, siendo mas frecuentes en el grupo de peor respuesta al tratamiento
(respondedores: 14,3% vs RpP/NoRp: 25,7%; p=0,079; respondedores: 3,3% vs
RpP/NoRp: 11,4%; p=0,093, respectivamente). La mediana de los niveles de 32-
microglobulina al diagnostico mostré una tendencia hacia la significacion
(respondedores: 2,4 ug/mL vs RpP/NoRp: 3,1 ug/mL; p=0,053), siendo mas
elevada en el grupo de peor respuesta al tratamiento, no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la agrupacion de los

niveles de 32-microglobulina como elevados y no elevados.

Debido a la variabilidad de los esquemas farmacoldgicos utilizados en la
practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular, se realizé un andlisis
considerando solamente los pacientes con esquemas tipo R-CHOP, que engloban
al esquema R-CHOP, R-COP y R-CNOP (n=94), de manera que la respuesta
obtenida al final del tratamiento fue similar a la obtenida en la cohorte total de

pacientes del estudio [esquema tipo R-CHOP: respondedores: n=68 (72,3%) vs
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RpP/NoRp: n=26 (27,7%); cohorte total: respondedores: n=91 (72,2%) vs
RpP/NoRp: n=35 (27,8%)].

5.3. ESTUDIO FARMACOGENETICO

5.3.1. Polimorfismo rs12488654 en el gen TRAIL

5.3.1.1. Relacién de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs12488654 en el gen
TRAIL

El estudio del polimorfismo TRAIL rs12488654 se realiz6 en 125 muestras de
126 pacientes (1 muestra no procesable por falta de calidad éptima del ADN). La
distribucién por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,538), fue la siguiente: 1,6% AA, 27,2% GA y 71,2% GG.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio seguin la distribucion de
los genotipos del polimorfismo TRAIL rs12488654 se muestra en la Tabla 5.13. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes

caracteristicas y la distribucién por genotipos.

Tabla 5.13. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAIL rs12488654.

GENOTIPO
VARIABLES AA GA GG P
n=21,6% | n=34;272% | n=89;71,2% | **'*"

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 2 (100) 16 (47,1) 54 (60,7)

> 60 afnos - 18 (52,9) 35 (39,3) 0,186
Género masculino, n (%) 2 (100) 16 (47,1) 52 (58,4) 0,236
ECOG, n (%)

0-1 1 (50,0) 30 (88,2) 77 (86,5)

>2 1 (50,0) 2 (5,9) 10 (11,2)

No disponible - 2(5,9) 2(2,2) 0,140
LDH, n (%)

Elevada 2 (100) 21 (61,8) 56 (62,9)

Normal - 9 (26,5) 31 (34,8)

No disponible - 4 (11,8) 2(2,2) 0,510
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Tabla 5.13. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAIL rs12488654.

GENOTIPO
VARIABLES AA GA GG P
valor
n=2;16% | n=34;27,2% | n=89; 71,2%
B2-microglobulina, n (%)

Elevada 1 (50,0) 25 (73,5) 61 (68,5)

Normal 1 (50,0) 5 (14,7) 17 (19,1)

No disponible - 4(11,8) 11 (12,3) 0,500
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si - 8 (23,5) 25 (28,1)

No 2 (100) 24 (70,6) 62 (69,7)

No disponible - 2(5,9) 12 (13,5) 0,629
Meédula ésea infiltrada, n (%)

Si 2 (100) 19 (55,9) 42 (47,2)

No - 13 (38,2) 37 (41,6)

No disponible - 2 (5,9) 10 (11,2) 0,373
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-1II - 7 (20,6) 15 (16,9)

I-1v 2 (100) 26 (76,5) 68 (76,4)

No disponible - 1(2,9) 6 (6,7) 0,734
Grado histoldgico, n (%)

1-2 2 (100) 28 (82,4) 65 (73,0)

3 - 6 (17,6) 22 (24,7)

No disponible - - 2(2,2) 0,494
Presencia sintomas B, n (%)

Si 1 (50,0) 6 (17,6) 15 (16,9)

No 1 (50,0) 27 (79,4) 68 (76,4)

No disponible - 1(2,9) 6 (6,7) 0,517
Presencia de bulky, n (%) - 1(2,9) 6 (6,7) 0,673
Escala FLIPI, n (%)

Bajo 1 (50,0) 12 (35,3) 27 (30,3)

Intermedio - 8 (23,5) 28 (31,5)

Alto 1 (50,0) 12 (35,3) 26 (29,2)

No disponible - 2 (5,9) 8 (9,0) 0,752
Antecedentes oncoldgicos, n (%) - 2 (5,9) 10 (11,2) 0,598
Rt concomitante, n (%) - 4 (11,8) 10 (11,2) 0,877
Ne® ciclos del esquema, n (%)

>6 1 (50,0) 9 (26,5) 30 (33,7)

=6 1 (50,0) 23 (67,6) 51 (57,3)

<6 - 2(59) 8(9,0) 0,819




CAPITULO V: RESULTADOS 135

Tabla 5.13. Caracteristicas basales en funcidn del polimorfismo TRAIL rs12488654.

GENOTIPO
VARIABLES AA GA GG P
valor
n=2;1,6% | n=34;27,2% | n=89; 71,2%
Evaluacion respuesta, n (%)
TAC 1 (50,0) 24 (70,6) 60 (67,4)
PET-TAC 1 (50,0) 10 (29,4) 29 (32,6) 0,812

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; PET: Tomografia por emision de positrones; Rt:
Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada; p2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL;
LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante: administrada junto con esquema de
induccidn antes de la evaluacion de la respuesta.

5.3.1.2. Influencia del polimorfismo rs12488654 en el gen TRAIL en la respuesta al

tratamiento con rituximab

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del
polimorfismo en la respuesta al tratamiento de inducciéon en primera linea con

rituximab a mitad del tratamiento y tras finalizarlo (Tablas 5.14 y 5.15).

Tabla 5.14. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento
(TRAIL rs12488654).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
TRAIL rs12488654 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=98 n=36; 36,7% n=62; 63,3%
Genotipo, n (%)
AA 2 (2,0) 1(2,8) 1(1,6)
GA 27 (27,6) 10 (27,8) 17 (27,4)
GG 69 (70,4) 25 (69,4) 44 (71,0) 0,923
Genotipo (MD), n (%)
GG 69 (70,4) 25 (69,4) 44 (71,0)
AA/GA 29 (29,6) 11 (30,6) 18 (29,0) 0,873
Alelo, n (%)
A 31 (15,8) 12 (16,7) 19 (15,3)
G 165 (84,2) 60 (83,3) 105 (84,7) 0,804

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.
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Tabla 5.15. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento (TRAIL
rs12488654).

Cohorte RESPUESTA FINAL
TRAIL rs12488654 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=125 n=90; 72,0% n=35; 28,0%
Genotipo, n (%)
AA 2 (1,6) 2(2,2) -
GA 34 (27,2) 26 (28,9) 8(22,9)
GG 89 (71,2) 62 (68,9) 27 (77,1) 0,508
Genotipo (MD), n (%)
GG 89 (71,2) 62 (68,9) 27 (77,1)
AA/GA 36 (28,8) 28 (31,1) 8 (22,9) 0,360
Alelo, n (%)
A 38 (15,2) 30 (16,7) 8 (11,4)
G 212 (84,8) 150 (83,3) 62 (88,6) 0,300

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

5.3.2. Polimorfismo rs2230229 en el gen TRAILR1

5.3.2.1. Relacion de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs2230229 en el gen
TRAILR1

El estudio del polimorfismo TRAILRI rs2230229 se realizo en 125 muestras
de 126 pacientes (1 muestra no procesable por falta de calidad éptima del ADN).
La distribucion por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,250), fue la siguiente: 75,2% AA, 21,6% GA y 3,2% GG.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio seguin la distribucion de
los genotipos del polimorfismo TRAILR1 rs2230229 se muestran en la Tabla 5.16.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes

caracteristicas y la distribuciéon por genotipos.
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Tabla 5.16. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAILR1 rs2230229.

GENOTIPO
VARIABLES AA GA GG P
valor
n=94; 752% | n=27:21,6% | n=4;3,2%

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 55 (58,5) 15 (55,6) 2 (50,0)

> 60 anos 39 (41,5) 12 (44,4) 2 (50,0) 0,917
Género masculino, n (%) 54 (57,4) 14 (51,9) 2 (50,0) 0,849
ECOG, n (%)

0-1 80 (85,1) 26 (96,3) 2 (50,0)

>2 10 (10,6) 1(3,7) 2 (50,0)

No disponible 4(4,3) - - 0,020
LDH, n (%)

Elevada 60 (63,8) 15 (55,6) 4 (100)

Normal 29 (30,9) 11 (40,7) -

No disponible 5(5,3) 1(3,7) - 0,229
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 67 (71,3) 17 (63,0) 3 (75,0)

Normal 18 (19,1) 5 (18,5) -

No disponible 9(9,6) 5 (18,5) 1 (25,0) 0,657
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 21 (22,3) 9 (33,3) 2 (50,0)

No 69 (73,4) 18 (66,7) 2 (50,0)

No disponible 4 (4,3) - - 0,325
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 46 (48,9) 14 (51,9) 2 (50,0)

No 37 (39,4) 13 (48,1) 1(25,0)

No disponible 9 (9,6) - 1 (25,0) 0,870
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-II 17 (18,1) 5 (18,5) -

I-1v 72 (76,6) 21 (77,8) 3 (75,0)

No disponible 5(5,3) 1(3,7) 1(25,0) 0,703
Grado histolégico, n (%)

1-2 74 (78,7) 18 (66,6) 3 (75,0)

3 19 (20,2) 8(29,6) 1(25,0)

No disponible 1(1,1) 1(3,7) - 0,536
Presencia sintomas B, n (%)

Si 18 (19,1) 3 (11,1) -

No 71 (75,5) 23 (85,2) 3 (75,0)

No disponible 5(5,3) 1(3,7) 1 (25,0) 0,427
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Tabla 5.16. Caracteristicas basales en funcidn del polimorfismo TRAILRI rs2230229.

GENOTIPO
VARIABLES AA GA GG P
valor
n=94; 75,2% | n=27;21,6% | n=4;3,2%
Presencia de bulky, n (%) 7 (7,4) - - 0,294
Escala FLIPL, n (%)

Bajo 31 (33,0) 8 (29,6) 2 (50,0)

Intermedio 27 (28,7) 9 (33,3) -

Alto 26 (27,7) 10 (37,0) 2 (50,0)

No disponible 10 (10,6) - - 0,656
Anteced oncolégicos, n (%) 9 (9,6) 3(11,1) - 0,780
Rt concomitante, n (%) 9(9,6) 5(18,5) - 0,331
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 30 (31,9) 8 (29,6) 1(25,0)

=6 56 (59,6) 17 (63,0) 3 (75,0)

<6 8 (8,5) 2(7,4) - 0,960
Evaluacién respuesta, n (%)

TAC 63 (67,0) 18 (66,7) 4 (100)

PET-TAC 31 (33,0) 9 (33,3) - 0,378

Anteced: Antecedentes; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico
Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; PET: Tomografia por emisién
de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada; 2-microglobulina elevada:
> 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante: administrada junto con
esquema de induccién antes de la evaluacion de la respuesta.

5.3.2.2. Influencia del polimorfismo rs2230229 en el gen TRAILR1 en la respuesta al

tratamiento con rituximab

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del
polimorfismo en la respuesta al tratamiento de inducciéon en primera linea con

rituximab a mitad del tratamiento y tras finalizarlo (Tablas 5.17 y 5.18).
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Tabla 5.17. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento
(TRAILR1 rs2230229).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
TRAILR1 rs2230229 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=97 n=36; 37,1% n=61; 62,9%

Genotipo, n (%)

AA 73 (75,3) 25 (69,4) 48 (78,7)

GA 20 (20,6) 8(22,2) 12 (19,7)

GG 4 (4,1) 3(8,3) 1(1,6) 0,248
Genotipo (MD), n (%)

AA 73 (75,3) 25 (69,4) 48 (78,7)

GA/GG 24 (24,7) 11 (30,6) 13 (21,3) 0,308
Alelo, n (%)

A 166 (85,6) 58 (80,6) 108 (88,5)

G 28 (14,4) 14 (19,4) 14 (11,5) 0,127

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

Tabla 5.18. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento
(TRAILRI 1s2230229).

Cohorte RESPUESTA FINAL
TRAILR1 152230229 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=125 n=91; 72,8% n=34; 27,2%

Genotipo, n (%)

AA 94 (75,2) 65 (71,4) 29 (85,3)

GA 27 (21,6) 23 (25,3) 4 (11,8)

GG 4 (3,2) 3(3,3) 1(2,9) 0,255
Genotipo (MD), n (%)

AA 94 (75,2) 65 (71,4) 29 (85,3)

GA/GG 31 (24,8) 26 (28,6) 5 (14,7) 0,110
Alelo, n (%)

A 215 (86,0) 153 (84,1) 62 (91,2)

G 35 (14,0) 29 (15,9) 6 (8,8) 0,149

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.
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5.3.3. Polimorfismo rs20575 en el gen TRAILR1

5.3.3.1. Relacion de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs20575 en el gen
TRAILR1

El estudio del polimorfismo TRAILR1 rs20575 se realiz6 en 125 muestras de
126 pacientes (1 muestra no procesable por falta de calidad del ADN 6ptima). La
distribucion por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,211), fue la siguiente: 23,2% CC, 44,0% GC y 32,8% GG.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio seguin la distribucion de
los genotipos del polimorfismo TRAILR1 rs20575 se muestran en la Tabla 5.19. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la administracion
concomitante de radioterapia y la distribucion por genotipos, presentando un
mayor porcentaje de pacientes el genotipo GG con respecto a CC y GC (22%, 6,9%
y 5,5%, respectivamente; p=0,028). Asimismo, se observo una tendencia a la
significacion en la presencia de sintomas B y la distribucion por genotipos, siendo
los pacientes con genotipo GC el de menor proporcién frente a CC y GG (9,1%,
27,6%, 19,5%, respectivamente; p=0,067).

Segun la distribucién de los genotipos agrupados del polimorfismo
TRAILR1 rs20575 (GC/GG frente a CC; modelo dominante), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la administracion concomitante
de radioterapia y la distribucion por genotipos, a diferencia del andlisis anterior.
Asimismo, se observo una tendencia a la significacion en la presencia de sintomas
B al diagndstico y la distribucion por genotipos, siendo el porcentaje de pacientes
con genotipo GC/GG menor que con el genotipo CC (13,5%, 22,6%,
respectivamente; p=0,086).



Tabla 5.19. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAILR1 rs20575.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cC GC GG P cC GC/GG P
valor valor
n=29; 23,2% | n=55;44,0% | n=41; 32,8% n=29; 23,2% | n=96;76,8%

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 19 (65,5) 29 (52,7) 25 (61,0) 19 (65,5) 54 (56,3)

> 60 anos 10 (34,5) 26 (47,3) 16 (39,0) 0,486 10 (34,5) 42 (43,8) 0,375
Género masculino, n (%) 17 (58,6) 30 (54,5) 23 (56,1) 0,938 17 (58,6) 53 (55,2) 0,832
ECOG, n (%)

0-1 24 (82,8) 50 (90,9) 35 (85.4) 24 (82,8) 85 (88,5)

>2 4 (13,8) 4 (7,3) 4 (9,8) 4 (13,8) 8(8,3)

No disponible 1(3,4) 1(1,8) 2 (4,9) 0,611 1(3,4) 3(31) 0,470
LDH, n (%)

Elevada 21 (72,4) 33 (60,0) 25 (61,0) 21 (72,1) 58 (60,4)

Normal 7 (24,1) 20 (36,4) 13 (31,7) 7(24,1) 33 (34,4)

No disponible 1(34) 2 (3,6) 3(7,3) 0,512 1(3,4) 5(5,2) 0,270
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 21 (72,4) 38 (69,1) 28 (68,3) 21 (72,4) 66 (68,8)

Normal 5(17,2) 11 (20,0) 7 (17,1) 5(17,2) 18 (18,8)

No disponible 3(10,3) 6 (10,9) 6 (14,6) 0,936 3 (10,3) 8(8,3) 0,810
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 10 (34,5) 10 (18,2) 12 (29,3) 10 (34,5) 22 (22,9)

No 18 (62,1) 44 (80,0) 27 (65,9) 18 (62,1) 71 (74,0)

No disponible 1(34) 1(1,8) 2 (4,9) 0,187 1(3,4) 3(3,1) 0,205




Tabla 5.19. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAILR1 rs20575.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cC GC GG P cC GC/GG P
valor valor
n=29; 23,2% | n=55;44,0% | n=41; 32,8% n=29; 23,2% | n=96;76,8%
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 15 (51,7) 24 (43,6) 24 (58,5) 15 (51,7) 48 (50,0)

No 10 (34,5) 26 (47,3) 15 (36,6) 10 (34,5) 41 (42,7)

No disponible 4 (13,8) 509,1) 2 (4,9) 0,384 4 (13,8) 7(7,3) 0,590
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-I 4 (13,8) 11 (20,0) 6 (14,6) 4 (13,8) 17 (17,7)

I-1v 23 (79,3) 42 (76,4) 32 (78,0) 23 (79,3) 74 (77,1)

No disponible 2 (6,9) 2 (3,6) 3(7,3) 0,746 2 (6,9) 5(5,2) 0,779
Grado histolégico, n (%)

1-2 22 (75,9) 42 (76,4) 31 (75,6) 22 (75,9) 73 (76,0)

3 6 (20,7) 12 (21,8) 10 (24,4) 6 (20,7) 22 (22,9)

No disponible 1(3,4) 1(1,8) - 0,952 1(3,4) 1(1,0) 0,848
Presencia de bulky, n (%) 1(34) 2 (3,6) 3(7,3) 0,655 1(3,4) 5(5,2) 1
Antecedentes oncolégicos, n (%) 2 (6,9) 7 (12,7) 3(7,3) 0,574 2 (6,9) 10 (10,4) 0,731
Rt concomitante, n (%) 2(6,9) 3(55) 9 (22,0 0,028 2 (6,9) 12 (12,5) 0,518
Presencia de sintomas B, n (%)

Si 8 (27,6) 5(9,1) 8 (19,5) 8 (27,6) 13 (13,5)

No 19 (65,5) 48 (87,3) 30 (73,2) 19 (65,5) 78 (81,3)

No disponible 2 (6,9) 2 (3,6) 3(7,3) 0,067 2 (6,9) 5 (5,2) 0,086




Tabla 5.19. Caracteristicas basales en funcidn del polimorfismo TRAILR1 rs20575.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cC GC GG P cC GC/GG P
valor valor
n=29; 23,2% | n=55;44,0% | n=41; 32,8% n=29; 23,2% | n=96;76,8%

Escala FLIPL, n (%)

Bajo 9 (31,0) 22 (40,0) 10 (24,4) 9 (31,0) 32 (33,3)

Intermedio 6 (20,7) 16 (29,1) 14 (34,1) 6 (20,7) 30 (31,3)

Alto 11 (37,9) 14 (25,5) 13 (31,7) 11 (37,9) 27 (28,1)

No disponible 3(10,3) 3(5,5) 4 (9,8) 0,432 3(10,3) 7(7,3) 0,447
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 7 (24,1) 20 (36,4) 13 (31,7) 7 (24,1) 33 (34,4)

-6 21 (72,4) 30 (54,5) 24 (58,5) 21 (72,4) 54 (56,3)

<6 1(3,4) 509,1) 4 (9,8) 0,573 1(3,4) 9(9,4) 0,262
Evaluacién respuesta, n (%)

TAC 22 (75,9) 37 (67,3) 26 (63,4) 22 (75,9) 63 (65,6)

PET-TAC 7 (24,1) 18 (32,7) 15 (36,6) 0,540 7 (24,1) 33 (34,4) 0,300

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD:
Modelo dominante; PET: Tomografia por emision de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada; p2-microglobulina
elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante: administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacion
de la respuesta.
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5.3.3.2. Influencia del polimorfismo rs20575 en el gen TRAILRI1 en la respuesta al
tratamiento con rituximab

No se encontrd asociacion entre genotipos y alelos y la respuesta al
tratamiento en primera linea con rituximab en la valoracion a mitad de
tratamiento. Sin embargo, en el estudio por genotipos y alelos, si se observd una
tendencia a la significacion al comparar los pacientes con genotipo CC con
respecto a la asociacion de genotipos GC/GG (modelo dominante) siendo mas
frecuente en el grupo de respondedores que en el de RpP/NoRp (33,3% vs 21,3%,
respectivamente; p=0,064) (Tablas 5.20 y 5.21).

Debido a la variabilidad de los esquemas farmacoldgicos utilizados en la
practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular, se realizé una analisis
considerando solamente los pacientes con esquemas tipo R-CHOP que engloban
al esquema R-CHOP, R-COP y R-CNOP (n=94), de manera que la asociacion de
genotipos GC/GG con respecto a la respuesta obtenida al final del tratamiento fue
similar a la obtenida en la cohorte total de pacientes del estudio [esquema tipo R-
CHOP: GC/GG en respondedores: 73,8% vs RpP/NoRp: 84,0% (p=0,232); cohorte
total: GC/GG en respondedores: 72,5% vs RpP/NoRp: 88,2% (p=0,064)].

Tabla 5.20. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento
(TRAILRI rs20575).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
TRAILR1 rs20575 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=97 n=36; 37,1% n=61; 62,9 %
Genotipo, n (%)
CC 25 (25,8) 12 (33,3) 13 (21,3)
GC 43 (44,3) 15 (41,7) 28 (45,9)
GG 29 (29,9) 9 (25,0) 20 (32,8) 0,402
Genotipo (MD), n (%)
CC 25 (25,8) 12 (33,3) 13 (21,3)
GC/GG 72 (74,2) 24 (66,7) 48 (78,7) 0,191
Alelo, n (%)
C 93 (47,9) 39 (54,2) 54 (44,3)
G 101 (52,1) 33 (45,8) 68 (55,7) 0,182

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.



CAPITULO V: RESULTADOS 145

Tabla 5.21. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento
(TRAILR1 rs20575).

Cohorte RESPUESTA FINAL
TRAILR1 1520575 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=125 n=91; 72,8% n=34; 27,2%

Genotipo, n (%)

CC 29 (23,2) 25 (27,5) 4 (11,8)

GC 55 (44,0) 38 (41,8) 17 (50,0)

GG 41 (32,8) 28 (30,8) 13 (38,2) 0,179
Genotipo (MD), n (%)

CcC 29 (23,2) 25 (27,5) 4 (11,8)

GC/GG 96 (76,8) 66 (72,5) 30 (88,2) 0,064
Alelo, n (%)

C 113 (45,2) 88 (48,4) 25 (36,8)

G 137 (54,8) 94 (51,6) 43 (63,2) 0,101

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

5.3.4. Polimorfismo rs20576 en el gen TRAILR1

5.3.4.1. Relacién de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs20576 en el gen
TRAILR1

El estudio del polimorfismo TRAILR1 rs20576 se realizd en 121 muestras de
126 pacientes (5 muestras no procesables por falta de calidad éptima del ADN).
La distribucion por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,953), fue la siguiente: 55,4% AA, 38,0% CA 'y 6,6% CC.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio seguin la distribucion de
los genotipos del polimorfismo TRAILR1 rs20576 se muestran en la Tabla 5.22. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la administracion
previa de radioterapia, presentando un menor porcentaje de pacientes el genotipo
AA con respecto a CA y CC (6,0%, 15,2% y 37,5%, respectivamente; p=0,019).
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Tabla 5.22. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAILR1 rs20576.

GENOTIPO
VARIABLES AA cA cC o
n=67; 55,4% | n=46; 38,0% n=8; 6,6%

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 41 (61,2) 25 (54,3) 3(37,5)

> 60 anos 26 (38,8) 21 (45,7) 5 (62,5) 0,396
Género masculino, n (%) 38 (56,7) 29 (63,0) 3 (37,5) 0,386
ECOG, n (%)

0-1 56 (83,6) 41 (89.1) 8 (100)

>2 9(13,4) 3(6,5) -

No disponible 2 (3,0 2 (4,3) - 0,303
LDH, n (%)

Elevada 44 (65,7) 27 (58,7) 5 (62,5)

Normal 19 (28,4) 19 (41,3) 1(12,5)

No disponible 4 (6,0) - 2 (25,0) 0,314
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 48 (71,6) 31 (79,5) 4 (50,0)

Normal 13 (19,4) 8 (20,5) 2 (25,0)

No disponible 6(9,0) - 2 (25,0) 0,773
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 19 (28,4) 10 (21,7) 2 (25,0)

No 45 (67,2) 36 (78,3) 5 (62,5)

No disponible 3 (4,5) - 1(12,5) 0,643
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 32 (47,8) 23 (50,0) 5 (62,5)

No 25 (37,3) 21 (45,7) 3(37,5)

No disponible 10 (14,9) 2 (4,4) - 0,842
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-1II 9 (13,4) 13 (28,3) -

aI-1v 54 (80,6) 33 (71,7) 5 (62,5)

No disponible 4 (6,0) - 3 (37,5) 0,101
Grado histolégico, n (%)

1-2 54 (80,6) 36 (78,3) 4 (50,0)

3 13 (19,4) 8 (17,4) 4 (50,0)

No disponible - 2 (4,3) - 0,113
Presencia sintomas B, n (%)

Si 13 (19,4) 6 (13,0) 1(12,5)

No 50 (74,6) 40 (87,0) 4 (50,0)

No disponible 4 (6,0) - 3 (37,5) 0,582
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Tabla 5.22. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo TRAILR1 rs20576.
GENOTIPO
VARIABLES AA CA CC P
valor
n=67; 55,4% | n=46; 38,0% n=8; 6,6%

Presencia de bulky, n (%) 3 (4,5) 4(8,7) - 0,493

Escala FLIPL, n (%)

Bajo 23 (34,3) 17 (37,0) 1(12,5)

Intermedio 17 (25,4) 16 (34,8) 2 (25,0)

Alto 22 (32,8) 10 (21,7) 3 (37,5)

No disponible 5(7,5) 3 (6,5) 2 (25,0) 0,491
Anteced oncolégicos, n (%) 6 (9,0) 5(10,9) 1(12,5) 0,916
Rt concomitante, n (%) 4 (6,0) 7 (15,2) 3 (37,5) 0,019
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 19 (28,4) 19 (41,3) 2 (25,0)

=6 40 (59,7) 26 (56,5) 5 (62,5)

<6 8 (11,9) 1(2,2) 1(12,5) 0,292
Evaluacién respuesta, n (%)

TAC 45 (67,2) 34 (73,9) 5 (62,5)

PET-TAC 22 (32,8) 12 (26,1) 3 (37,5) 0,678

Anteced: Antecedentes; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Pronéstico
Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD: Modelo dominante; PET:
Tomografia por emision de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada;
B2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante:
administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacion de la respuesta.

5.3.4.2. Influencia del polimorfismo rs20576 en el gen TRAILR1 en la respuesta al

tratamiento con rituximab

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del

polimorfismo en la respuesta al tratamiento de inducciéon en primera linea con

rituximab a mitad del tratamiento y tras finalizarlo (Tablas 5.23 y 5.24).
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Tabla 5.23. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento

(TRAILR1 rs20576).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
TRAILR1 rs20576 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=95 n=33; 34,7% n=62; 65,3%
Genotipo, n (%)
AA 54 (56,8) 17 (51,5) 37 (59,7)
CA 36 (37,9) 16 (48,5) 20 (32,3)
CC 5(5,3) - 5(8,1) 0,110
Genotipo (MD), n (%)
AA 54 (56,8) 17 (51,5) 37 (59,7)
CA/CC 41 (43,2) 16 (48,5) 25 (40,3) 0,444
Alelo, n (%)
A 144 (75,7) 50 (75,8) 94 (75,8)
C 46 (24,2) 16 (24,2) 30 (24.2) 0,994

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

Tabla 5.24. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento

(TRAILR1 rs20576).

Cohorte RESPUESTA FINAL
TRAILR1 rs20576 total Respondedores RpP-NoRp val;or
n=121 n=86; 71,1% n=35; 28,9%

Genotipo, n (%)

AA 67 (55,4) 47 (54,7) 20 (57,1)

CA 46 (38,0) 34 (39,5) 12 (34,3)

CC 8 (6,6) 5 (5,8) 3 (8,6) 0,781
Genotipo (MD), n (%)

AA 67 (55,4) 47 (54,7) 20 (57,1)

CA/CC 54 (44,6) 39 (45,3) 15 (42,9) 0,803
Alelo, n (%)

A 180 (74,4) 128 (74,4) 52 (74,3)

C 62 (25,6) 44 (25,6) 18 (25,7) 0,983

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.
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5.3.5. Polimorfismo rs1800682 en el gen FAS

5.3.5.1. Relacion de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs1800682 en el gen
FAS

El estudio del polimorfismo FAS rs1800682 se realizo en 121 muestras de
126 pacientes (5 muestras no procesables por falta de calidad optima del ADN).
La distribucion por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,854), fue la siguiente: 23,8% CC, 50,8% TCy 25,4% TT.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio segun la distribucion de
los genotipos del polimorfismo FAS rs1800682 se muestran en la Tabla 5.25. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de ciclos
de quimioterapia asociada a rituximab, siendo el genotipo CC el que presentd un
mayor numero de pacientes a los que se ha administrado un ntimero de ciclos
mayor a 6 en comparacion con los genotipos TC y TT, cuyo porcentaje mayor fue
para la administraciéon de ciclos igual a 6 (niimero de ciclos > 6: 51,2%, 19,4% y
38,7%; niimero de ciclos = 6: 41,1%, 69,4% y 58,1%, respectivamente; p=0,022).

Tabla 5.25. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo FAS rs1800682.

GENOTIPO
VARIABLES cC TC TT P
n=29;23,8% | n=62;50,8% | n=31;254% | “'*"

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 15 (51,7) 36 (58,1) 21 (67,7)

> 60 afios 14 (48,3) 26 (41,9) 10(32,3) | 0,441
Género masculino, n (%) 15 (51,7) 38 (61,3) 15 (48,4) 0,440
ECOG, n (%)

0-1 27 (93,1) 51 (82,3) 28 (90,3)

>2 2(6,9) 8 (12,9) 2 (6,5)

No disponible - 3 (4,8) 1(3,2) 0,476
LDH, n (%)

Elevada 18 (62,1) 40 (64,5) 21 (67,7)

Normal 9 (31,0) 18 (29,0) 10 (32,3)

No disponible 2(6,9) 4 (6,5) - 0,977
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Tabla 5.25. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo FAS rs1800682.

GENOTIPO
VARIABLES CC TC TT P
valor
n=29; 23,8% | n=62;50,8% | n=31;25,4%
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 22 (75,9) 41 (66,1) 22 (71,0)

Normal 5(17,2) 11 (17,7) 6 (19,4)

No disponible 2(6,9) 10 (16,1) 3(9,7) 0,955
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 8 (27,6) 15 (24,2) 10 (32,3)

No 20 (69,0) 44 (71,0) 21 (67,7)

No disponible 1(3,4) 3 (4,8) - 0,787
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 14 (48,3) 29 (46,8) 19 (61,3)

No 14 (48,3) 23 (37,1) 11 (35,5)

No disponible 1(3,4) 10 (16,1) 1(3,2) 0,588
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-II 5(17,2) 12 (19,4) 4 (12)9)

aI-1v 21 (72,4) 47 (75,8) 26 (83,9)

No disponible 3 (10,3) 3 (4,8) 1(3,2) 0,714
Grado histolégico, n (%)

1-2 22 (75,9) 49 (79,0) 23 (74,2)

3 7 (24,1) 13 (21,0) 7 (22,6)

No disponible - - 13,2) 0,933
Presencia sintomas B, n (%)

Si 8 (27,6) 8 (12,9) 5 (16,1)

No 18 (62,1) 51 (82,3) 25 (80,6)

No disponible 3 (10,3) 3(4,8) 1(3,2) 0,161
Presencia de bulky, n (%) 1(3,4) 4 (6,5) 1(3,2) 0,728
Escala FLIPI, n (%)

Bajo 10 (34,5) 20 (32,3) 9 (29,0)

Intermedio 8 (27,6) 20 (32,3) 7 (22,6)

Alto 9 (31,0) 16 (25,8) 13 (41,9)

No disponible 2 (6,9) 6(9,7) 2 (6,5) 0,643
Anteced oncolégicos, n (%) 3(10,3) 5(8,1) 4 (12,9) 0,757
Rt concomitante, n (%) 3 (10,3) 9 (14,5) 2 (6,5) 0,504
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Tabla 5.25. Caracteristicas basales en funcién del polimorfismo FAS rs1800682.

GENOTIPO
VARIABLES CC TC TT P
valor
n=29; 23,8% | n=62;50,8% | n=31;25,4%
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)
>6 15 (51,7) 12 (19,4) 12 (38,7)
=6 12 (41,4) 43 (69,4) 18 (58,1)
<6 2(6,9) 7 (11,3) 1(3,2) 0,022
Evaluacion respuesta, n (%)
TAC 19 (65,5) 41 (66,3) 22 (71,0)
PET-TAC 10 (34,5) 21 (33,9) 9 (29,0 0,874

Anteced: Antecedentes; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Pronéstico
Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD: Modelo dominante; PET:
Tomografia por emision de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada;
B2-microglobulina elevada: > 1,8 pug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante:
administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacion de la respuesta.

5.3.5.2. Influencia del polimorfismo rs1800682 en el gen FAS en la respuesta al

tratamiento con rituximab

Tanto en el estudio por genotipos como en el estudio por alelos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar la influencia del
polimorfismo en la respuesta al tratamiento de inducciéon en primera linea con

rituximab a mitad del tratamiento y tras finalizarlo (Tablas 5.26 y 5.27).

Tabla 5.26. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento (FAS
rs1800682).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
FAS rs1800682 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=95 n=34; 35,8% n=61; 64,2%
Genotipo, n (%)
CcC 24 (25,3) 6 (17,6) 18 (29,5)
TC 49 (51,6) 22 (64,7) 27 (44,3)
TT 22 (23,2) 6 (17,6) 16 (26,2) 0,159
Genotipo (MD1), n (%)
TT 22 (23,2) 6 (17,6) 16 (26,2)
CC/TC 73 (76,8) 28 (82,4) 45 (73,8) 0,342
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Tabla 5.26. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento (FAS

rs1800682).
Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
FAS rs1800682 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=95 n=34; 35,8% n=61; 64,2%
Genotipo (MD 2), n (%)
CcC 24 (25,3) 6 (17,6) 18 (29,5)
TC/TT 71 (74,7) 28 (82,4) 43 (70,5) 0,202
Alelo, n (%)
C 97 (51,1) 34 (50,0) 63 (51,6)
T 93 (48,9) 34 (50,0) 59 (48,4) 0,828

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

Tabla 5.27. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento (FAS

rs1800682).
Cohorte RESPUESTA FINAL
FAS rs1800682 total Respondedores RpP-NoRp vaI;or
n=122 n=88; 72,1% n=34; 27,9%

Genotipo, n (%)

CC 29 (23,8) 21 (23,9) 8 (23,5)

TC 62 (50,8) 43 (48,9) 19 (55,9)

TT 31 (25,4) 24 (27,3) 7 (20,6) 0,715
Genotipo (MD1), n (%)

TT 31 (25,4) 24 (27,3) 7 (20,6)

CC/TC 91 (74,6) 64 (72,7) 27 (79,4) 0,447
Genotipo (MD 2), n (%)

CC 29 (23,8) 21 (23,9) 8 (23,5)

TC/TT 93 (76,2) 67 (76,1) 26 (76,5) 0,969
Alelo, n (%)

C 120 (49,2) 85 (48,3) 35 (51,5)

T 124 (50,8) 91 (51,7) 33 (48,5) 0,657

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.
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5.3.6. Polimorfismo rs763110 en el gen FASL

5.3.6.1. Relacion de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs763110 en el gen
FASL

El estudio del polimorfismo FASL rs763110 se realizé en 126 muestras de
126 pacientes. La distribucién por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de
Hardy-Weinberg (p=0,147), fue la siguiente: 28,6% CC, 55,6% TC y 15,9% TT.

Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio seguin la distribucion de
los genotipos del polimorfismo FASL rs763110 se muestran en la Tabla 5.28. Se
encontrd asociacion significativa entre el grado histologico y la distribucion por
genotipos, siendo el genotipo CC el de mayor proporciéon con grado histoldgico 1-
2 con respecto a TC y TT (91,7%, 72,9%, 60,0%, respectivamente; p=0,019).

Segun la distribucién de los genotipos agrupados del polimorfismo FASL
rs763110 (TC/TT frente a CC; modelo dominante), se observaron diferencias
estadisticamente significativas con el grado histologico, siendo los genotipos
TC/TT los de mayor proporcién con grado histologico 3 en comparacion con
genotipo CC (27,8% vs 8,3%, respectivamente; p=0,015). Con respecto a la
presencia de enfermedad voluminosa (bulky) y la distribucion por genotipos
agrupados, no se observd una tendencia a la significacion, a diferencia del analisis

anterior.



Tabla 5.28. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo FASL rs763110.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cc TC T P cc TC/TT P
valor valor
n=36; 28,6% | n=70;55,6% | n=20;15,9% n=36; 28,6% | n=90; 71,5%

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 20 (55,6) 43 (61,4) 10 (50,0) 20 (55,6) 53 (58,9)

> 60 anos 16 (44,4) 27 (38,6) 10 (50,0) 0,622 16 (44,4) 37 (41,1) 0,732
Género masculino, n (%) 19 (52,8) 39 (55,7) 13 (65,0) 0,668 19 (52,8) 52 (57,8) 0,609
ECOG, n (%)

0-1 30 (83,3) 62 (88,6) 17 (85,0) 30 (83,3) 79 (87,8)

>2 5(13,9) 5(7,1) 3 (15,0) 5(13,9) 8(8,9)

No disponible 1(2,8) 3 (4,3) - 0,450 1(2,8) 3(3,3) 0,517
LDH, n (%)

Elevada 25 (69,4) 43 (61,4) 12 (60,0) 25 (69,4) 55 (61,1)

Normal 9 (25,0) 24 (34,3) 7 (35,0) 9 (25,0) 31 (34,4)

No disponible 2 (5,6) 3(4,3) 1 (5,0) 0,603 2 (5,6) 4(44) 0,316
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 26 (72,2) 47 (67,1) 15 (75,0) 26 (72,2) 62 (68,9)

Normal 5(13,9) 15 (21,4) 3 (15,0) 5(13,9) 18 (20,0)

No disponible 5 (13,9) 8 (11,4) 2 (10,0) 0,597 5 (13,9) 10 (11,1) 0,457
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 6 (16,7) 20 (28,6) 7 (35,0) 6 (16,7) 27 (30,0)

No 29 (80,6) 48 (68,6) 12 (60,0) 29 (80,6) 60 (66,7)

No disponible 1(2,8) 2(29) 1 (5,0) 0,240 1(2,8) 3(3,3) 0,118




Tabla 5.28. Caracteristicas basales en funcion del polimorfismo FASL rs763110.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cc TC T P cc TC/TT P
valor valor
n=36; 28,6% | n=70;55,6% | n=20;15,9% n=36; 28,6% | n=90; 71,5%
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 18 (50,0) 37 (52,9) 8 (40,0) 18 (50,0) 45 (50,0)

No 11 (30,6) 30 (42,9) 10 (50,0) 11 (30,6) 40 (44,4)

No disponible 7 (19,4) 3 (4,3) 2 (10,0) 0,498 7 (19,4) 5 (5,6) 0,393
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-I 6 (16,7) 9 (12,9) 7 (35,0) 6 (16,7) 16 (17,8)

I-1v 29 (80,6) 55 (78,6) 13 (65,0) 29 (80,6) 68 (75,6)

No disponible 1(2,8) 6 (8,6) - 0,106 1(2,8) 6(6,7) 0,807
Grado histolégico, n (%)

1-2 33(91,7) 51(72,9) 12 (60,0) 33(91,7) 63 (70,0)

3 3(8,3) 17 (24,3) 8 (40,0) 3 (8,3) 25 (27,8)

No disponible - 2(2,9) - 0,019 - 2(2,2) 0,015
Presencia de bulky, n (%) 1(2,8) 3(4,3) 3 (15,0) 0,126 1(2,8) 6 (6,7) 0,672
Antecedentes oncoldgicos, n (%) 2 (5,6) 7 (10,0) 3 (15,0) 0,503 2 (5,6) 10 (11,1) 0,506
Rt concomitante, n (%) 2 (5,6) 8 (11,4) 4 (20,0) 0,255 2 (5,6) 12 (13,3) 0,347
Presencia de sintomas B, n (%)

Si 6 (16,7) 11 (15,7) 5 (25,0) 6 (16,7) 16 (17,8)

No 29 (80,6) 53 (75,7) 15 (75,0) 29 (80,6) 68 (75,6)

No disponible 1(2,8) 6 (8,5) - 0,599 1(2,8) 6 (6,7) 0,807




Tabla 5.28. Caracteristicas basales en funcidn del polimorfismo FASL rs763110.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES cc TC T P cc TC/TT P
valor valor
n=36; 28,6% | n=70;55,6% | n=20;15,9% n=36; 28,6% | n=90; 71,5%

Escala FLIPI, n (%)

Bajo 13 (36,1) 21 (30,0) 7 (35,0) 13 (36,1) 28 (31,1)

Intermedio 10 (27,8) 22 (31,4) 4 (20,0) 10 (27,8) 26 (28,9)

Alto 10 (27,8) 21 (30,0) 8 (40,0) 10 (27,8) 29 (32,2)

No disponible 3(83) 6 (8,6) 1 (5,0) 0,799 3(8,3) 7(7,8) 0,830
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 13 (36,1) 18 (25,7) 9 (45,0) 13 (36,1) 27 (30,0)

=6 18 (50,0) 47 (67,1) 11 (55,0) 18 (50,0) 58 (64,4)

<6 5 (13,9) 5(7,1) - 0,156 5 (13,9) 5 (5,6) 0,179
Evaluacién respuesta, n (%)

TAC 27 (75,0) 46 (65,7) 13 (65,0) 27 (75,0) 59 (65,6)

PET-TAC 9 (25,0) 24 (34,3) 7 (35,0) 0,588 9 (25,0) 31 (34,4) 0,304

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD:
Modelo dominante; PET: Tomografia por emision de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada; p2-microglobulina
elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante: administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacion

de la respuesta.
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5.3.6.2. Influencia del polimorfismo rs763110 en el gen FASL en la respuesta al

tratamiento con rituximab

No se encontrd asociacion entre genotipos y alelos y la respuesta al
tratamiento en primera linea con rituximab en la valoracion a mitad de
tratamiento. Sin embargo, en el estudio por genotipos y alelos y la respuesta al
final del tratamiento se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes con genotipo CC frente a TC/TT (modelo dominante) y la
respuesta al tratamiento, siendo mas frecuente el genotipo CC en el grupo de
pacientes respondedores que en el grupo RpP/NoRp (34,1% vs 14,3%,
respectivamente; p=0,028) (Tablas 5.29 y 5.30).

Debido a la variabilidad de los esquemas farmacoldgicos utilizados en la
practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular, se realizé una analisis
considerando solamente los pacientes con esquemas tipo R-CHOP, que engloban
al esquema R-CHOP, R-COP y R-CNOP (n=94), de manera que la asociacion de
genotipos TC/TT con respecto a la respuesta obtenida al final del tratamiento fue
similar a la obtenida en la cohorte total de pacientes del estudio [esquema tipo R-
CHOP: genotipo TC/TT en respondedores: 63,2% vs RpP/NoRp: 92,3% (p=0,005);
cohorte total: genotipo TC/TT en respondedores: 65,9% vs RpP/NoRp: 85,7%
(p=0,028)].

Tabla 5.29. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento (FASL
rs763110).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
FASL rs763110 total Respondedores RpP-NoRp vaI;or
n=98 n=36; 36,7% n=62; 63,3%
Genotipo, n (%)
CC 33 (33,7) 14 (38,9) 19 (30,6)
TC 51 (52,0) 19 (52,8) 32 (51,6)
TT 14 (14,3) 3(8,3) 11 (17,7) 0,391
Genotipo (MD), n (%)
CcC 33 (33,7) 14 (38,9) 19 (30,6)
TC/TT 65 (66,3) 22 (61,1) 43 (69,4) 0,405
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Tabla 5.29. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento (FASL
rs763110).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
FASL rs763110 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=98 n=36; 36,7% n=62; 63,3%
Alelo, n (%)
C 117 (59,7) 47 (65,3) 70 (56,5)
T 79 (40,3) 25 (34,7) 54 (43,5) 0,225

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

Tabla 5.30. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento (FASL
rs763110).

Cohorte RESPUESTA FINAL
FASL rs763110 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=126 n=91; 72,2% n=35; 27,8%

Genotipo, n (%)

CC 36 (28,6) 31(34,1) 5 (14,3)

TC 70 (55,6) 46 (50,5) 24 (68,6)

TT 20 (15,9) 14 (15,4) 6 (17,1) 0,083
Genotipo (MD), n (%)

CC 36 (28,6) 31 (34,1) 5(14,3)

TC/TT 90 (71,4) 60 (65,9) 30 (85,7) 0,028
Alelo, n (%)

C 142 (56,3) 108 (59,3) 34 (48,6)

T 110 (43,6) 74 (40,7) 36 (51,4) 0,123

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

5.3.7. Polimorfismo rs767455 en el gen TNFR1

5.3.7.1. Relacion de las caracteristicas basales con el polimorfismo rs767455 en el gen
TNFR1

El estudio del polimorfismo TNFR1 rs767455 se realizo en 122 muestras de
126 pacientes (4 muestras no procesables por falta de calidad éptima del ADN).
La distribucion por genotipos, cumpliendo con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,463), fue la siguiente: 11,5% GG, 49,2% AGy 39,3% AA.
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Las caracteristicas basales de la poblacion a estudio segtin la distribucién de
los genotipos del polimorfismo TNFR1 rs767455 se muestran en la Tabla 5.31. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
basales de la poblacién y los genotipos. Sin embargo, si se observo una tendencia
a la significacion en la evaluacion de la respuesta, siendo mas frecuente la
evaluacion por PET-TAC en el genotipo AG con respecto a GG y AA (40,0% vs
21,4% vs 20,8%, respectivamente; p=0,073). Asimismo, se observd una tendencia a
la significacion en la presencia de sintomas B y la distribucién por genotipos,
siendo los pacientes con genotipo AA el de mayor proporcion frente a AG y GG
(27,1%, 13,3%, 7,1%, respectivamente; p=0,093).

Segun la distribucion de los genotipos agrupados del polimorfismo TNFR1
rs767455 (AG/GG frente a AA; modelo dominante), se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la presencia de sintomas B y la distribucion por
genotipos, siendo los pacientes con genotipo AA el de mayor proporcion frente a
los genotipos AG/GG (27,1% vs 12,2%, respectivamente; p=0,033). También se
observo una tendencia a la significacion en la evaluacion de la respuesta, siendo
mas frecuente la evaluacion por PET-TAC en los genotipos AG/GG que en AA
(36,5% vs 20,8%, respectivamente; p=0,066).



Tabla 5.31. Caracteristicas basales segtin el polimorfismo TNFR1 rs767455.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES GG AG AA b AA AG/GG | P
valor valor
n=14;11,5% | n=60; 49,2% | n=48; 39,3% n=48; 39,3% | n=74; 60,7%

Grupos de edad, n (%)

< 60 afios 8 (57,1) 23 (38,3) 23 (47,9) 25 (52,1) 45 (60,8)

> 60 anos 6(42,9) 37 (61,7) 25 (52,1) 0,606 23 (47,9) 29 (39,2) 0,341
Género masculino, n (%) 8 (57,1) 36 (60,0) 25 (52,1) 0,711 25(52,1) 44 (59,5) 0,422
ECOG, n (%)

0-1 13 (92,9) 53 (88,3) 39 (81,3) 39 (81,3) 66 (89,2)

>2 - 7 (11,7) 6 (12,5) 6 (12,5) 7(9,5)

No disponible 1(7,1) - 3(6,3) 0,390 3(6,3) 1(13,5) 0,556
LDH, n (%)

Elevada 10 (71,4) 38 (63,3) 32 (66,7) 32 (66,7) 48 (64,9)

Normal 4 (28,6) 17 (28,3) 15 (31,3) 15 (31,3) 21 (28,4)

No disponible - 5(8,3) 1(2,1) 0,972 1(2,1) 5 (6,8) 0,866
[32-microglobulina, n (%)

Elevada 11 (78,6) 42 (70,0) 32 (66,7) 32 (66,7) 53 (71,6)

Normal 2 (14,3) 9 (15,0) 11 (22,9) 11 (22,9) 11 (14,9)

No disponible 1(7,1) 9 (15,0) 5(10,4) 0,565 5 (10,4) 10 (13,5) 0,292
Hemoglobina <12 g/dL, n (%)

Si 4 (28,6) 13 (21,7) 16 (33,3) 16 (33,3) 17 (23,0)

No 10 (71,4) 43 (71,7) 32 (66,7) 32 (66,7) 53 (71,6)

No disponible - 4(6,7) - 0,518 - 4 (54) 0,303




Tabla 5.31. Caracteristicas basales segtin el polimorfismo TNFR1 rs767455.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES GG AG AA P AA AG/GG P
valor valor
n=14; 11,5% | n=60; 49,2% | n=48; 39,3% n=48; 39,3% | n=74; 60,7%
Meédula 6sea infiltrada, n (%)

Si 7 (50,0) 35 (58,3) 20 (41,7) 20 (41,7) 42 (56,8)

No 6 (42,9) 21 (35,0) 21 (43,8) 21 (43,8) 27 (36,5)

No disponible 1(7,1) 4 (6,7) 7 (14,6) 0,397 7 (14,6) 5 (6,8) 0,238
Estadio Ann Arbor, n (%)

I-I 1(7,1) 10 (16,7) 9 (18,8) 9 (18,8) 11 (14,9)

I-1v 11 (78,6) 48 (80,0) 36 (75,0) 36 (75,0) 59 (79,7)

No disponible 2 (14,3) 2 (3,3) 3(6,3) 0,638 3 (6,3) 4 (5,4) 0,554
Grado histolégico, n (%)

1-2 11 (78,6) 45 (75,0) 36 (75,0) 36 (75,0) 56 (75,7)

3 3(21,4) 15 (25,0) 10 (20,8) 10 (20,8) 18 (24,3)

No disponible - - 2 (4,2) 0,911 2 (4,2) - 0,826
Presencia de bulky, n (%) 1(7,1) 2 (3,3) 4 (8,3) 0,525 4 (8,3) 341 0,432
Antecedentes oncoldgicos, n (%) 2 (14,3) 4(6,7) 6 (12,5) 0,503 6 (12,5) 6 (8,1) 0,537
Rt concomitante, n (%) 1(7,1) 6 (10,0) 6 (12,5) 0,827 6 (12,5) 7 (9,5) 0,595
Presencia de sintomas B, n (%)

Si 1(7,1) 8 (13,3) 13 (27,1) 13 (27,1) 9 (12,2)

No 11 (78,6) 50 (83,3) 32 (66,7) 32 (66,7) 61 (82,4)

No disponible 2 (14,3) 2 (3,3) 3 (6,3) 0,093 3(6,3) 4 (54) 0,033




Tabla 5.31. Caracteristicas basales segtin el polimorfismo TNFR1 rs767455.

GENOTIPO GENOTIPO (MD)
VARIABLES GG AG AA b AA AG/GG | P
valor valor
n=14; 11,5% | n=60; 49,2% | n=48;39,3% n=48; 39,3% | n=74; 60,7%

Escala FLIPI, n (%)

Bajo 4 (28,6) 18 (30,0) 17 (35,4) 17 (35,4) 22 (29,7)

Intermedio 3(21,4) 21 (35,0) 10 (20,8) 10 (20,8) 24 (32,4)

Alto 4 (28,6) 17 (28,3) 18 (37,5) 18 (37,5) 21 (28,4)

No disponible 3(21,4) 4 (6,7) 3(6,3) 0,580 3(6,3) 7 (9,5) 0,300
Ne¢ ciclos del esquema, n (%)

>6 5(35,7) 18 (30,0) 16 (33,3) 16 (33,3) 23 (31,1)

=6 9 (64,3) 36 (60,0) 29 (60,4) 29 (60,4) 45 (60,8)

<6 - 6 (10,0) 3(6,3) 0,759 3(6,3) 6(8,1) 0,912
Evaluacién respuesta, n (%)

TAC 11 (78,6) 36 (60,0) 38 (79,2) 38 (79,2) 47 (63,5)

PET-TAC 3(21,4) 24 (40,0) 10 (20,8) 0,073 10 (20,8) 27 (36,5) 0,066

Anteced: Antecedentes; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Pronéstico Internacional en Linfoma Folicular; LDH: Lactato
deshidrogenasa; MD: Modelo dominante; PET: Tomografia por emision de positrones; Rt: Radioterapia; TAC: Tomografia axial computarizada; p2-
microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante: administrada junto con esquema de induccion antes

de la evaluacion de la respuesta.
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5.3.7.2. Influencia del polimorfismo rs767455 en el gen TNFRI en la respuesta al
tratamiento con rituximab

No se encontrd asociacion entre genotipos y alelos y la respuesta al
tratamiento en primera linea con rituximab en la valoracion a mitad y final del
tratamiento. Sin embargo, se observd una tendencia a la significacion al comparar
los genotipo AA con respecto a la asociacion AG/GG, siendo mas frecuente en el
grupo RpP/NoRp que en respondedores (49,2% vs 30,3%, respectivamente;
p=0,064), al igual que el alelo A con respecto a G, siendo mas frecuente en el
grupo RpP/NoRp que en el de respondedores (70,5% vs 57,6%, respectivamente;
p=0,074), en la evaluacion a mitad del tratamiento (Tablas 5.32 y 5.33).

Debido a la variabilidad de los esquemas farmacoldgicos utilizados en la
practica clinica en el tratamiento del linfoma folicular, se realizé una analisis
considerado solamente los pacientes con esquemas tipo R-CHOP que engloban al
esquema R-CHOP, R-COP y R-CNOP (n=94), de manera el genotipos AA con
respecto a la respuesta obtenida a mitad del tratamiento fue similar a la obtenida
en la cohorte total de pacientes del estudio [esquema tipo R-CHOP: genotipo AA
en respondedores: 31,8% vs RpP/NoRp: 53,2% (p=0,097); cohorte total: genotipo
AA en respondedores: 30,3% vs RpP/NoRp: 42,6% (p=0,077)].

Tabla 5.32. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos a mitad del tratamiento
(TNFR1 rs767455).

Cohorte RESPUESTA INTERMEDIA
TNFR1 rs767455 total Respondedores RpP-NoRp vaI;or
n=94 n=33; 35,1% n=61; 64,9%
Genotipo, n (%)
GG 10 (10,6) 5 (15,2) 5(8,2)
AG 44 (46,8) 18 (54,5) 26 (42,6)
AA 40 (42,6) 10 (30,3) 30 (49,2) 0,181
Genotipo (MD), n (%)
AA 40 (42,6) 10 (30,3) 30 (49,2)
AG/GG 54 (57,4) 23 (69,7) 31 (50,8) 0,077
Alelo, n (%)
G 64 (34,0) 28 (42,4) 36 (29,5)
A 124 (66,0) 38 (57,6) 86 (70,5) 0,074

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.
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Tabla 5.33. Estudio farmacogenético por genotipos y alelos al final del tratamiento
(TNFR1 rs767455).

Cohorte RESPUESTA FINAL
TNFR1 rs767455 total Respondedores RpP-NoRp valior
n=122 n=87; 71,3% n=35; 28,7%

Genotipo, n (%)

GG 14 (11,5) 8(9,2) 6 (17,1)

AG 60 (49,2) 44 (50,6) 16 (45,7)

AA 48 (39,3) 35 (40,2) 13 (37,1) 0,460
Genotipo (MD), n (%)

AA 48 (39,3) 35 (40,2) 13 (37,1)

AG/GG 74 (60,7) 52 (59,8) 22 (62,9) 0,752
Alelo, n (%)

G 88 (36,1) 60 (34,5) 28 (40,0)

A 156 (63,9) 114 (65,5) 42 (60,0) 0,417

MD: Modelo dominante; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No respondedores.

5.3.8. Estudio farmacogenético por alelos conjuntos para los SNP en FAS, FASL,
TRAILR1, TRAIL y TNFR1.

Para realizar el analisis genético por alelos conjuntos se analizaron todas las
combinaciones formadas por los polimorfismos relacionados con los sistemas
FAS/FASL y TRAILR1/TRAIL y TNFR1 incluidos en el estudio. El estudio por
alelos conjuntos se realizd sobre la respuesta obtenida al finalizar el tratamiento
de induccion en primera linea, considerando los dos grupos de respuesta

previamente definidos.

Debido al elevado nimero de combinaciones posibles, en la Tabla 5.34
solamente se muestran aquellos alelos conjuntos cuya diferencia de frecuencia
entre los dos grupos era estadisticamente significativa. En el estudio realizado, se
observo que determinados alelos conjuntos eran mas frecuentes en el grupo de
pacientes respondedores mientras que otros presentaban una frecuencia mayor en

el grupo de RpP/NoRp, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Los alelos conjuntos mas frecuentes en el grupo de respondedores,
observandose diferencias estadisticamente significativas, fueron los alelos

conjuntos 2 [AA-CC--], 5 [A-GCC--] y 6 [A--CC--], que representan una frecuencia
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de 22,5%, 22,8% y 29,3% frente al 7,1%, 8,9% y 13,8% en el grupo de RpP/NoRp,
(p=0,006; p=0,008; p=0,012, respectivamente). Cabe destacar la combinacion de
alelos CC de los polimorfismos TRAILR1 rs20575 y FASL rs763110. Su presencia

podria considerarse un predictor de respuesta al tratamiento con rituximab.

Los alelos conjuntos mas frecuentes en el grupo de RpP/NoRp,
observandose diferencias estadisticamente significativas, fueron los alelos
conjuntos 7 [AA-G---], 8 [AAGG---], 19 [-AGG---] y 20 [-AGGC--], que representan
una frecuencia de 39,4%, 36,5%, 60,4% y 40,3% frente al 23,8%, 18,9%, 34,1% y
19,3% en el grupo de respondedores, respectivamente. Cabe destacar la
combinacion del alelo G del polimorfismo TRAILR1 rs20575 y la combinacion de
los alelos AAG en TRAILR1 rs20576, TRAILR1 rs2230229 y TRAIL rs12488654. Su
presencia podria considerarse un predictor de peor respuesta al tratamiento con

rituximab.

Por otro lado, entre los alelos conjuntos que presentaron frecuencia mayor
al 10% en alguno de los dos grupos cabe destacar la presencia de la secuencia de
alelos G (TRAIL rs12488654), C (TRAILR1 rs20575) y C (FASL rs763110), presentes
en los alelos conjuntos 1 [AAGCC--], 5 [A-GCC--] y 18 [--GCC--], que apareci6 con
mayor frecuencia en el grupo de respondedores con respecto al grupo de
RpP/NoRp, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (alelos
conjuntos 1: 15,7% vs 6,2%, p=0,029; alelos conjuntos 5: 22,8% vs 8,9%, p=0,008;
alelos conjuntos 18: 21,4% vs 9,0%, p=0,024). Por el contrario, la combinacién G
(TRAIL 1rs12488654), G (TRAILR1 rs20575) y T (FASL rs763110), presentes en los
alelos conjuntos 23 [--GGTCC] y 24 [--GGT--], fue mas frecuente en el grupo de
RpP/NoRp con respecto al grupo de respondedores (alelos conjuntos 23: 19,4% vs
6,4%, p=0,006; alelos conjuntos 24: 31,3% vs 16,9%, p=0,013).

El andlisis por alelos conjuntos mostré un grado de desequilibrio del
ligamiento entre TRAILR1 rs20576 y TRAILR1 rs20575 (D’=0,740; r2=0,153) y entre
TRAILR1 rs2230229 y FASL rs763110 (D’=0,588; r2=0,043) (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Analisis de desequilibrio entre los polimorfismos a estudio. El diagrama de la
derecha muestra el coeficiente de desequilibrio D normalizado (D) y el de la izquierda el
parametro r2 (ambos x100).



Tabla 5.34. Resultados del estudio farmacogenético por alelos conjuntos al finalizar tratamiento de induccién en primera linea.

ALELO FRECUENCIA (%)
<
AleConj ‘% § E § = g E § 3R \% 0 % & 5 Resp RpP-NoRp P OR (IC95%)
S-SR = % S §|= ST 228 (eon) mezs) |
SRR T g8 BT 8] gt

AleConjl A A G C C - - 15,7 6,2 0,029 0,313 (0,105-0,931)
AleConj2 A A - C C - - 22,5 7,1 0,006 0,262 (0,095-0,717)
AleConj3 A A - C C T - 10,4 2,7 0,038 0,211 (0,042-1,053)
AleConj4 A A - C C - A 16,2 6,0 0,038 0,326 (0,108-0,983)
AleConj5 A - G C C - - 22,8 8,9 0,008 0,307 (0,124-0,763)
AleConj6 A - - C C - - 29,3 13,8 0,012 0,387 (0,181-0,830)
AleConj7 A A - G - - - 23,8 39,4 0,017 2,074 (1,131-1,148)
AleConj8 A A G G - - - 18,9 36,5 0,011 2,269 (1,199-4,294)
AleConj9 A A G G - - G 6,0 17,5 0,009 3,209 (1,295-7,951)
AleConjl0 A A - G - - G 7,2 17,4 0,022 2,692 (1,129-6,418)
AleConjl1 A - - C T C G - 10,9 <0,001 -

AleConjl2 A A G G C T - 5,3 20,3 <0,001 4,610 (1,831-11,604)
AleConjl3 A A - G C T - 3,6 14,0 0,008 3,995 (1,350-11,821)
AleConjl4 A A - G C - G 2,9 15,0 <0,001 6,072 (1,948-18,925)
AleConjl5 C A - G C T A 2,5 12,1 0,007 4,857 (1,391-16,961)




Tabla 5.34. Resultados del estudio farmacogenético por alelos conjuntos al finalizar tratamiento de induccion en primera linea.

ALELO FRECUENCIA (%)
— — O Sl = o
AleConj ;C 5 % A § % 5 3 é o £\ E E Resp | RpP-NoRp | I OR (IC95%)

ﬁ N& ﬁ % E % 5 (cz; s E) - ?Z’ E E (n=91) (n=35)
AleConjl6 C A - G C - A 3,4 10,5 0,029 3,396 (1,068-10,799)
AleConjl7 - A - C C - - 21,6 7,4 0,010 0,290 (0,108-0,779)
AleConjl8 - - G C C - - 21,4 9,0 0,024 0,364 (0,147-0,898)
AleConj19 - A G G - - - 34,4 60,4 <0,001 2,923 (1,628-5,248)
AleConj20 - A G G C - - 19,3 40,3 0,001 2,862 (1,537-5,330)
AleConj21 - A - G C - - 23,6 39,0 0,015 2,095 (1,144-3,837)
AleConj22 - - G G C T A 3,2 19,6 <0,001 6,700 (2,334-19,231)
AleConj23 - - G G T C G 6,4 19,4 0,006 3,246 (1,351-7,799)
AleConj24 - - G G T - - 16,9 31,3 0,013 2,231 (1,172-4,247)

AleConj: Alelos conjuntos; IC: Intervalo de confianza; OR: Odds ratio; Resp: Respondedores; RpP-NoRp: Respondedores parciales-No
respondedores.
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5.4. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA BINARIA NO AJUSTADA

Adicionalmente, se realizo un andlisis de regresion logistica binaria no
ajustada incluyendo las caracteristicas basales, los datos analiticos y moleculares,
las clasificaciones pronodsticas y sistemas de estadiaje y las caracteristicas
relacionadas con el tratamiento, asi como los polimorfismos genéticos
relacionados con la apoptosis, con respecto a la respuesta obtenida a mitad y al
final del tratamiento, tal y como se describe en las Tabla 5.35 y 5.36. En estas
tablas se refleja la puntuacion Chi?, que permite entender la importancia relativa

de cada covariable.

Tabla 5.35. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta a mitad del tratamiento.

VARIABLES OR 1C95% p valor Chi?

Edad (= 60 afios) 0,615 0,266-1,418 0,254 1,303
Género masculino 2,182 0,942-5,052 0,069 3,355
ECOG

0-1 1 - -

>2 0,845 0,221-3,227 0,806 0,023
Antecedentes oncolégicos 0,854 0,217-3,358 0,821 0,002
Presencia de sintomas B 5,535 1,177-26,035 0,030 6,395
Presencia de bulky 3,070 0,344-27,375 0,315 1,242
LDH elevada 1,556 0,650-3,724 0,321 0,008
(32-microglobulina elevada 2,091 0,759-5,759 0,154 0,844
Hemoglobina <12 g/dL 0,861 0,328-2,258 0,760 1,608
Meédula 6sea infiltrada 0,566 0,235-1,364 0,204 3,156
Grado histoldgico

1-2 1 - -

3 0,848 0,413-2,935 0,667 0,037
Estadio Ann Arbor

I-1I 1 - -

II-1v 2,347 0,859-6,410 0,096 2,789
Escala FLIPI

Bajo 1 - -

Intermedio 1,905 0,669-5,424 0,228

Alto 1,439 0,510-4,060 0,491 0,640




170 MARIA DEL ROCIO GUTIERREZ CIVICOS

Tabla 5.35. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta a mitad del tratamiento.

VARIABLES OR 1C95% p valor Chi?

Evaluacion respuesta

TAC 1 - -

PET-TAC 2,211 0,866-5,644 0,097 2,912
TRAILR1 rs20576

AA

CA NO APLICABLE

CC
TRAILRI 120576 (MD)

AA 1 - -

CA/CC 0,718 0,307-1,681 0,445 0,583
TRAILRI rs2230229

AA 1 - -

GA 0,781 0,283-2,160 0,634

GG 0,174 0,017-1,756 0,138 1,948
TRAILR1 152230229 (MD)

AA 1 - -

GA/GG 0,616 0,241-1,571 0,310 1,022
TRAIL 1512488654

AA 1 - -

GA 1,700 0,095-30,277 0,718

GG 1,760 0,105-29,378 0,694 0,064
TRAIL rs12488654 (MD)

GG 1 - -

GA/AA 0,930 0,379-2,279 0,873 0,025
TRAILR1 rs20575

CC 1 - -

GC 1,723 0,631-4,705 0,288

CC 2,051 0,675-6,231 0,205 1,607
TRAILR1 rs20575 (MD)

CC 1 - -

GC/GG 1,846 0,732-4,656 0,194 1,679
FASL rs763110

CC 1 - -

TC 1,241 0,508-3,033 0,636

TT 2,702 0,633-11,533 0,180 1,625
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Tabla 5.35. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta a mitad del tratamiento.

VARIABLES OR 1C95% p valor Chi?

FASL rs763110 (MD)

CcC 1 - -

TC/TT 1,440 0,609-3,405 0,406 0,687
FAS rs1800682

CcCc 1 - -

TC 0,409 0,139-1,207 0,105

TT 0,889 0,238-3,317 0,861 0,049
FAS rs1800682 (MD1)

CC 1 - -

TC/TT 0,603 0,211-1,723 0,345 0,932
FAS rs1800682 (MD2)

TT 1 - -

TC/CC 0,512 0,181-1,447 0,207 1,692
TNFR1 rs767455

GG 1 - -

AG 1,444 0,364-5,728 0,601

AA 3,000 0,717-12,553 0,132 3,314
TNFR1 rs767455 (MD)

AA 1 - -

AG/GG 0,449 0,183-1,101 0,080 3,186

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; IC: Intervalo de confianza; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD: Modelo dominante; OR:
Odds ratio; PET: Tomografia por emision de positrones; TAC: Tomografia axial computarizada;
B2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL. Se presenta el odds ratio
siendo la variable dependiente “respondedores” definida previamente. El andlisis estadistico no es
aplicable para el polimorfismo TRAILR1 rs20576 debido a que el genotipo CC no estd presente en el
grupo de respondedores.

En relacién con la respuesta a mitad del tratamiento (Tabla 5.35), se ha
observado que el género masculino (OR=2,182, IC95% 0,942-5,052, p=0,069), la
presencia de sintomas B (OR=5,535, IC95% 1,177-26,035, p=0,030) y la evaluacion
de la respuesta mediante PET-TAC (OR=2,211, IC95% 0,866-5,644, p=0,097),
pueden ser factores predictores de peor respuesta al tratamiento, mientras que los
genotipos AG/GG TNFR1 rs767455 (OR=0,449, IC95% 0,183-1,101, p=0,080)
pueden ser factores predictores de respuesta completa al tratamiento. La
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evaluacion de la puntuacion Chi? informé que, por orden de importancia, la
variable mas relevante fue la presencia de sintomas B (Chi*=6,395), seguido del
género (Chi>=3,355), el polimorfismo TNFRI rs767455 [modelo dominante
(Chi?=3,186)] y la evaluacion de la respuesta mediante PET-TAC (Chi>=2,912).

Tabla 5.36. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta al final del tratamiento.

VARIABLES OR 1C95% p valor Chi?

Edad (= 60 afios) 0,636 0,283-1,432 0,275 1,220
Género masculino 2,953 1,247-6,994 0,014 6,591
ECOG

0-1 1 - -

>2 1,170 0,335-4,087 0,805 0,060
Antecedentes oncolégicos 0,854 0,217-3,358 0,821 0,052
Presencia de sintomas B 2,360 0,891-6,249 0,084 2,881
Presencia de bulky 3,785 0,802-17,867 0,093 2,819
LDH elevada 1,064 0,456-2,480 0,886 0,021
[2-microglobulina elevada 1,885 0,583-6,095 0,290 1,224
Hemoglobina < 12 g/dL 1,740 0,738-4,102 0,205 1,573
Meédula 6sea infiltrada 0,684 0,299-1,565 0,368 0,811
Grado histoldgico

1-2 1 - -

3 0,810 0,309-2,118 0,667 0,189
Estadio Ann Arbor

I-1I 1 - -

II-1v 1,736 0,538-5,597 0,356 0,921
Escala FLIPI

Bajo 1 - -

Intermedio 1,368 0,484-3,864 0,555

Alto 1,778 0,657-4,809 0,257 1,301
Radioterapia concomitante 2,147 0,687-6,711 0,189 1,658
N ciclos con rituximab

>6 1 - -

=6 0,891 0,384-2,069 0,788

<6 0,583 0,108-3,163 0,532 0,324
Evaluacion respuesta

TAC 1 - -

PET-TAC 1,667 0,738-3,765 0,219 1,489
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Tabla 5.36. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta al final del tratamiento.

VARIABLES

OR

1C95%

p valor

Chi?

TRAILR1 rs20576
AA
CA
CC

TRAILR1 rs20576 (MD)
AA
CA/CC

TRAILR1 rs2230229
AA
GA
GG

TRAILR1 rs2230229 (MD)
AA
GA/GG

TRAIL rs12488654
AA
GA
GG

TRAIL rs12488654 (MD)
GG
GA/AA

TRAILR1 rs20575
CC
GC
CC

TRAILRI 1520575 (MD)
cC
GC/GG

FASL 15763110
CC
TC
TT

FASL 15763110 (MD)
CC
TC/TT

0,829
1,410

0,904

0,390
0,747

0,431

0,656

2,796
2,902

2,841

3,235
2,657

3,100

0,358-1,923
0,307-6,473

0,409-1,997

0,124-1,229
0,075-7,490

0,150-1,235

0,663
0,659

0,803

0,108
0,804

0,117

NO APLICABLE

0,265-1,624

0,842-9,287
0,837-10,064

0,908-8,885

1,114-9,390
0,693-10,190

1,094-8,782

0,362

0,093
0,093

0,073

0,031
0,154

0,033

<0,001

0,063

2,064

2,752

0,862

2,451

3,792

2,747

5,308
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Tabla 5.36. Regresion logistica binaria no ajustada de las caracteristicas clinicas y los
polimorfismos genéticos para la respuesta al final del tratamiento.

VARIABLES OR 1C95% p valor Chi?

FAS rs1800682

CcC 1 - -

TC 1,160 0,437-3,081 0,766

TT 0,766 0,237-2,470 0,655 0,201
FAS rs1800682 (MD1)

CC 1 - -

TC/TT 1,019 0,401-2,586 0,969 0,595
FAS rs1800682 (MD2)

TT 1 - -

TC/CC 1,446 0,557-3,757 0,449 0,002
TNFR1 rs767455

GG 1 - -

AG 0,485 0,146-1,615 0,238

AA 0,495 0,144-1,703 0,265 0,702
TNFR1 rs767455 (MD)

AA 1 - -

AG/GG 1,139 0,507-2,557 0,752 1,453

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; IC: Intervalo de confianza; LDH: Lactato deshidrogenasa; MD: Modelo dominante; OR:
Odds ratio; PET: Tomografia por emision de positrones; TAC: Tomografia axial computarizada;
B2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Radioterapia concomitante:
administrada junto con esquema de induccion antes de la evaluacion de la respuesta. Se presenta el
odds ratio siendo la wvariable dependiente “respondedores” definida previamente. El andlisis
estadistico no es aplicable para el polimorfismo TRAIL rs12488654 debido a que el genotipo AA no
estd presente en el grupo de RpP-NoRp.

En relacién con la respuesta al final del tratamiento (Tabla 5.36), se ha
observado que el género masculino (OR=2,953, IC95% 1,247-6,994, p=0,014), la
presencia de sintomas B (OR=2,881, IC95% 0,891-6,249, p=0,084), la presencia de
enfermedad bulky (OR=3,785, IC95% 0,802-17,867, p=0,093), los genotipos GC/GG
TRAILR1 rs20575 (OR=2,841, IC95% 0,908-8,885, p=0,073) y los genotipos TC/TT
FASL 1s763110 (OR=3,100, IC95% 1,094-8,782, p=0,033) pueden ser factores
predictores de peor respuesta al tratamiento. La evaluacién de la puntuacion Chi?
informé que, por orden de importancia, la variable mas relevante fue el género
(Chi*=6,591), seguido del polimorfismo FASL rs763110 [modelo dominante
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(Chi?*=5,308)], el polimorfismo TRAILRI rs20575 [modelo dominante (Chi*=3,792)],
la presencia de sintomas B (Chi?=2,881) y la presencia de bulky (Chi*>=2,819).

5.5. ANALISIS MULTIVARIANTE

En el modelo de regresion logistica binaria multivariante, en relacion con la
respuesta a mitad del tratamiento, se incluyeron como covariables el género, la
presencia de sintomas B, el tipo de evaluacion de la respuesta y el polimorfismo
TNFR1 1s767455, cuyas variables fueron las mads relevantes mediante la
puntuacién de Chi2 Tal y como se muestra en la Tabla 5.37, las variables
consideradas como predictores independientes de respuesta a mitad del
tratamiento fueron la evaluacion mediante PET-TAC y el genotipo AA en TNFR1
rs767455.

Tabla 5.37. Modelo multivariado clinico-genético de prediccion de respuesta a mitad del
tratamiento.

VARIABLES OR ajustado 1C95% p valor
Género femenino 0,616 0,240-1,580 0,314
Presencia de sintomas B 3,113 0,619-15,646 0,168
Evaluacién mediante PET-TAC 3,215 1,020-10,137 0,046
TNFR1 rs767455, Genotipo AA 2,849 1,037-7,824 0,042

IC: Intervalo de confianza; OR: Odds ratio; PET: Tomografia por emision de positrones; TAC:
Tomografia axial computarizada. Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente
“respondedores” definida previamente. Calibracion del modelo ajustado con cuatro variables
por el método introducir (género, presencia de sintomas B, evaluacion de la respuesta y
TNFR1 rs767455): Prueba de Hosmer-Lemeshow: Chi?=6,848; gl=6; p=0,335. El estadistico
C del modelo clinico-genético fue de 0,722 (IC95% 0,615-0,828).

Se han realizado dos modelos de regresion logistica binaria multivariante
para predecir la respuesta al final del tratamiento debido a la proximidad en la
puntuacion Chi? para la presencia de sintomas B y presencia de bulky. En el
primer modelo, se incluyeron como covariables el género, la presencia de bulky y
los polimorfismos TRAILR1 rs20575 y FASL rs763110. Tal y como se muestra en la
Tabla 5.38, la variable considerada como predictora independientes de respuesta,

seguin este modelo, fue inicamente el género femenino.
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Tabla 5.38. Modelo multivariado clinico-genético de prediccion de respuesta al final del
tratamiento (Modelo 1).

VARIABLES OR ajustado 1C95% p valor
Género femenino 0,345 0,141-0,845 0,020
Presencia de bulky 2,371 0,403-13,948 0,340
TRAILR1 rs20575, Genotipo CC 0,331 0,101-1,079 0,067
FASL rs763110, Genotipo CC 0,351 0,120-1,027 0,056

IC: Intervalo de confianza; OR: Odds ratio. Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente
“respondedores” definida previamente.Calibracion del modelo ajustado con cuatro variables
por método introducir (género, presencia de bulky, FASL rs763110 y TRAILR1 rs20575):
Prueba de Hosmer-Lemeshow: Chi?=3,703 (gl=5; p=0,593). El estadistico C del modelo
clinico-genético fue de 0,699 (IC95% 0,596-0,803).

En el segundo modelo, se incluyeron como covariables el género, la
presencia de sintomas B y los polimorfismos TRAILR1 rs20575 y FASL rs763110.
Tal y como se muestra en la Tabla 5.39, las variables consideradas como
predictoras independientes de respuesta, segin este modelo, fueron el género
femenino y el genotipo CC de TRAILR1 rs20575.

Tabla 5.39. Modelo multivariado clinico-genético de prediccién de respuesta al final del
tratamiento (Modelo 2).

VARIABLES OR ajustado 1C95% p valor
Género femenino 0,370 0,142-0,963 0,042
Presencia de sintomas B 3,163 0,964-10,381 0,058
TRAILRI1 rs20575, Genotipo CC 0,126 0,025-0,631 0,012
FASL rs763110, Genotipo CC 0,382 0,123-1,182 0,095

IC: Intervalo de confianza; OR: Odds ratio. Se presenta el odds ratio siendo la variable dependiente
“respondedores” definida previamente. Calibracién del modelo ajustado con cuatro variables
por el método introducir (género, presencia de sintomas B, FASL rs763110 y TRAILR1
rs20575): Prueba de Hosmer-Lemeshow: Chi?=3,619 (gl=7; p=0,823). El estadistico C del
modelo clinico-genético fue de 0,753 (IC95% 0,660-0,847).
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5.6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

5.6.1. Supervivencia libre de progresion

Mediante regresion de Cox se realizd un analisis bivariante para estudiar la
potencial asociacion entre las diferentes caracteristicas de la poblacion y los
polimorfismos genéticos relacionados con la apoptosis y la SLP (Tablas 5.40 y
5.41).

Tabla 5.40. Asociacion de las caracteristicas basales y terapéuticas con la SLP.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

Edad (= 60 arios) 1,032 0,464-2,295 0,938
Género masculino 0,654 0,293-1,460 0,654
ECOG

0-1 1 - -

>2 0,423 0,057-3,153 0,401
Antecedentes oncoldgicos 0,373 0,050-2,766 0,335
Presencia de sintomas B 2,591 1,105-6,074 0,029
Presencia de bulky 0,641 0,086-4,746 0,663
LDH elevada 1,842 0,729-4,655 0,196
[2-microglobulina elevada 1,874 0,627-5,602 0,261
Hemoglobina <12 g/dL 1,060 0,420-2,674 0,903
Médula 6sea infiltrada 1,136 0,504-2,559 0,758
Grado histoldgico

1-2 1 - -

3 1,199 0,479-3,019 0,701
Estadio Ann Arbor

I-1I 1 - -

II-1v 1,415 0,489-4,093 0,522
Escala FLIPI

Bajo 1 - -

Intermedio 1,154 0,427-3,124 0,777

Alto 1,391 0,531-3,640 0,502
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Tabla 5.40. Asociacion de las caracteristicas basales y terapéuticas con la SLP.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

Radioterapia concomitante 0,251 0,034-1,852 0,175
N ciclos con rituximab

>6 1 - -

=6 0,952 0,431-2,106 0,904

<6 0,541 0,069-4,239 0,558
Evaluacion respuesta

TAC 1 - -

PET-TAC 0,937 0,388-2,264 0,885
Consolidacién con rituximab 0,285 0,130-0,628 0,002

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de confianza; LDH: Lactato deshidrogenasa; PET:
Tomografia por emisién de positrones; TAC: Tomografia axial computarizada; TPH: Trasplante de
progenitores hematopoyéticos; B2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; Consolidacién con
rituximab: administracién de algiin esquema de consolidacion con rituximab de mantenimiento o
rituximab semanal después del tratamiento de induccion, LDH elevada: > 246 Ul/mL; Segunda
neoplasia: diagndstico de neoplasia durante el estudio, posterior al tratamiento de induccion;
Radioterapia: administrada en cualquier momento durante el estudio. Se presenta el hazard ratio
siendo la variable dependiente “fallecimientos”.

Tabla 5.41. Asociacion de los polimorfismos con la SLP.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

TRAILRI rs20576

AA 1 : -

cA 1,314 0,590-2,925 0,504

cC 1,690 0,375-7,606 0,494
TRAILR 1s20576

AA 1 . .

CA/CC 1,357 0,627-2,934 0,438
TRAILRI 52230229

AA

on NO APLICABLE

GG
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Tabla 5.41. Asociacion de los polimorfismos con la SLP.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

TRAILRI rs2230229

AA 1 - -

GA/GG 0,324 0,097-1,077 0,066
TRAIL 1512488654

AA

on NO APLICABLE

GG
TRAIL rs12488654

GG 1 - -

GA/AA 1,004 0,422-2,392 0,992
TRAILRI rs20575

cC 1 - -

GC 0,999 0,385-2,588 0,999

cC 1,022 0,380-2,745 0,966
TRAILR1 1520575

cC 1 - -

GC/GG 1,009 0,426-2,392 0,984
FASL 15763110

cC 1 - -

TC 2,459 0,830-7,284 0,105

TT 2,769 0,729-10,519 0,135
FASL 1763110

cC 1 - -

TC/TT 2,516 0,866-7,310 0,090
FAS 151800682

cC 1 - -

TC 0,940 0,346-2,558 0,904

TT 1,049 0,352-3,125 0,931
FAS 151800682

TT 1 - -

TC/CC 0,916 0,378-2,218 0,846
TNERT 15767455

GG 1 - -

AG 1,149 0,329-4,012 0,828

AA 0,872 0,240-3,173 0,836
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Tabla 5.41. Asociacion de los polimorfismos con la SLP.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado
TNERT 1767455
AA 1 - -
AG/GG 1,283 0,586-2,808 0,533

HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de confianza; Se presenta el hazard ratio siendo la variable
dependiente “fallecimientos”. El andlisis estadistico no es aplicable para el polimorfismo TRAILR1
152230229 y TRAIL rs12488654 debido a que no hay pacientes portadores del genotipo GG y AA,
respectivamente, que hayan sufrido una recaida.

Como se muestra en las Tablas 5.40 y 5.41, se encontré una asociacion
estadisticamente significativa entre la SLP y la presencia de sintomas B (p=0,029)
y la terapia de consolidacion con rituximab (p=0,002). Ademas, se observo una
tendencia hacia la significacion entre la SLP y los polimorfismos TRAILRI
rs2230229, comparando el genotipo AA frente a GA/GG [(Modelo dominante);
p=0,066], y FASL rs763110, comparando el genotipo CC frente a TC/TT [(Modelo
dominante); p=0,090]. Las curvas de Kaplan-Meier correspondientes se muestran
en la Figura 5.2 (sintomas B), la Figura 5.3 (consolidacion con rituximab), la
Figura 5.4 (TRAILR1 rs2230229) y la Figura 5.5 (FASL rs763110).
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Figura 5.2. Curva de Kaplan-Meier de la SLP relacionada con la presencia de sintomas B.
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con rituximab.
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Funciones de supervivencia
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Figura 5.4. Curva de Kaplan-Meier de la SLP relacionada con TRAILR1 rs2230229.
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La SLP a los 3 anos desde el diagnostico fue del 81,8% (27 pacientes

censurados) y a los 5 afos del 63,6% (60 pacientes censurados).

5.6.2. Supervivencia global

Mediante regresion de Cox se realizd un analisis bivariante para estudiar la
potencial asociacion entre las diferentes caracteristicas de la poblacion y los
polimorfismos genéticos relacionados con la apoptosis con la SG (Tablas 5.42 y
5.43).

Tabla 5.42. Asociacion de las caracteristicas basales y terapéuticas con la SG.

HR no
VARIABLES ] 1C95% p valor
ajustado

Edad (= 60 afios) 4,132 1,382-12,357 0,011
Género masculino 2,156 0,681-6,828 0,191
ECOG

0-1 1 - -

>2 6,280 1,818-21,701 0,004
Antecedentes oncolégicos NO APLICABLE
Presencia de sintomas B 1,902 0,599-6,035 0,275
Presencia de bulky 3,598 0,777-16,675 0,102
LDH elevada 1,643 0,449-6,007 0,453
[32-microglobulina elevada 1,854 0,409-8,402 0,423
Hemoglobina <12 g/dL 1,954 0,636-6,001 0,242
Meédula 6sea infiltrada 1,850 0,568-6,021 0,307
Grado histoldgico

1-2 1 - -

3 0,738 0,164-3,328 0,693
Estadio Ann Arbor

I-1I 1 - -

II-1v 0,646 0,206-2,032 0,455
Escala FLIPI

Bajo 1 - -

Intermedio 1,712 0,218-13,444 0,609

Alto 1,592 0,207-12,269 0,656
Radioterapia 0,758 0,170-3,366 0,715
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Tabla 5.42. Asociacion de las caracteristicas basales y terapéuticas con la SG.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

N¢® ciclos con rituximab

>6 1 - -

=6 0,911 0,296-2,800 0,870

<6 2,453 0,470-12,798 0,287
Evaluacién respuesta

TAC 1 - -

PET-TAC 0,502 0,110-2,283 0,372
Consolidacién con rituximab 0,268 0,090-0,799 0,018
Recaidas 4,851 1,609-14,623 0,005
TPH 1,692 0,475-6,026 0,417
Segunda neoplasia 2,544 0,709-9,123 0,152
Aparicion de 12 recaida

< 3 afios post-diagndstico 1 - -

> 3 afos post-diagndstico 0,069 0,019-0,250 <0,001
Aparicion de 12 recaida

<5 afios post-diagnostico 1 - -

> 5 afos post-diagndstico 0,154 0,034-0,695 0,015

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPI: Indice Prondstico Internacional en Linfoma
Folicular; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de confianza;, LDH: Lactato deshidrogenasa; PET:
Tomografia por emisién de positrones; TAC: Tomografia axial computarizada; TPH: Trasplante de
progenitores hematopoyéticos; B2-microglobulina elevada: > 1,8 ug/mL; Consolidaciéon con
rituximab: administracion de alguin esquema de consolidacion cone rituximab de mantenimiento o
rituximab semanal después del tratamiento de induccion; LDH elevada: > 246 Ul/mL; Segunda
neoplasia: diagndstico de neoplasia durante el estudio, posterior al tratamiento de induccion;
Radioterapia: administrada en cualquier momento durante el estudio. Se presenta el hazard ratio
siendo la variable dependiente “fallecimientos”. El andlisis estadistico no es aplicable para los
antecedentes oncoldgicos debido a que no se encontraba presente en ninguin paciente fallecido.

Tabla 5.43. Asociacion de los polimorfismos con la SG.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado
TRAILRI 1520576
AA 1 - -
CA 1,062 0,356-3,169 0,914
cC 3,267 0,671-15,904 0,143
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Tabla 5.43. Asociacion de los polimorfismos con la SG.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado

TRAILR1 rs20576

AA 1 - -

CA/CC 1,280 0,463-3,536 0,634
TRAILR1 152230229

AA

on NO APLICABLE

GG
TRAILR1 rs2230229

AA 1 . -

GA 0,227 0,030-1,730 0,152
TRAIL rs12488654

AA 1 : -

GA 0,683 0,080-5,841 0,728

GG 0,317 0,038-2,632 0,288
TRAIL 1512488654

GG 1 . -

GA/AA 2,249 0,813-6,225 0,119
TRAILR1 1520575

e 1 . .

GC 1,011 0,283-3,610 0,986

cC 0,821 0,205-3,286 0,780
TRAILR1 rs20575

e 1 - -

GC/GG 0,924 0,289-2,960 0,895
FASL rs763110

cC 1 : .

TC 1,463 0,387-5,521 0,575

T 3,268 0,706-15,124 0,130
FASL rs763110

e 1 : -

TC/TT 1,775 0,499-6,311 0,375
FAS 151800682

cC 1 . .

TC 1,363 0,361-5,151 0,648

T 0,893 0,180-4,429 0,890
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Tabla 5.43. Asociacién de los polimorfismos con la SG.

VARIABLES HR no 1C95% p valor
ajustado
FAS rs1800682
T 1 - -
TC/CC 1,919 0,332-4,274 0,788
TNFRI 15767455
GG 1 . .
AG 0,856 0,182-4,036 0,844
AA 0,628 0,121-3,250 0,579
TNFRI rs767455
AA 1 . -
AG/GG 1,404 0,478-4,121 0,537

HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de confianza; Se presenta el hazard ratio siendo la variable
dependiente “fallecimientos”. El andlisis estadistico no es aplicable para el polimorfismo TRAILR1
152230229 debido a que no hay pacientes portadores del genotipo GG que hayan fallecido.

Como se muestra en la Tabla 5.43, se encontrd una asociacion
estadisticamente significativa entre la SG y la edad agrupada al diagndstico
(p=0,011), el ECOG al diagnostico (p=0,004), la terapia de consolidacion con
rituximab (p=0,018) y las recaidas (p=0,005). También se muestra asociacion
estadisticamente significativa entre la SG y la aparicion de la primera recaida a los
3 afios post-diagnostico (p<0,001) y 5 afios post-diagndstico (0,015). Las curvas de
Kaplan-Meier correspondientes se muestran en la Figura 5.6 (edad agrupada al
diagndstico), la Figura 5.7 (ECOG al diagndstico), la Figura 5.8 (consolidacién con
rituximab), la Figura 5.9 (recaidas), la Figura 5.10 (recaida 3 afios post-

diagnostico) y la Figura 5.11 (recaida 5 afios post-diagndstico).
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Figura 5.6. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con la edad agrupada al
diagnostico.
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Figura 5.7. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con el ECOG al diagnostico.
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Figura 5.8. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con la terapia de consolidacion
con rituximab.
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Figura 5.9. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con las recaidas.
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Figura 5.10. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con la aparicién de las recaidas

(3 afios post-diagndstico).
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Segun los resultados obtenidos previamente, se hizo un andlisis
estratificado de la SG diferenciando el desarrollo de la primera recaida durante
los 3 afios posteriores al diagnostico del linfoma folicular comparandolo con el
desarrollo de la primera recaida posterior a los 3 afos, tanto en los pacientes
tratados con consolidacion con rituximab después de la terapia de induccion en
primera linea como en los no tratados. Las curvas de Kaplan-Meier
correspondientes se muestran en la Figur 5.12 (sin consolidacion con rituximab) y
la Figura 5.13 (con consolidacion con rituximab). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el subgrupo de pacientes que no recibieron
consolidacion con rituximab (Log Rank: Chi?=15,795; p<0,001), de manera que las
recaidas desarrolladas durante los 3 afos posteriores al diagndstico presentaron

una peor SG.

Del mismo modo, se hizo un analisis estratificado de la SG diferenciando el
desarrollo de la primera recaida durante los 5 afios posteriores al diagndstico del
linfoma folicular comparandolo con el desarrollo de la primera recaida posterior a
los 5 anos, tanto en los pacientes tratados con consolidacién con rituximab
después de la terapia de induccion en primera linea como en los no tratados. Las
curvas de Kaplan-Meier correspondientes se muestran en la Figura 5.14 (sin
consolidacion con rituximab) y la Figura 5.15 (con consolidacion con rituximab).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el subgrupo de
pacientes que no han recibido consolidacion con rituximab (Log Rank: Chi*=8,389;
p=0,004), de manera que las recaidas desarrollados durante los 5 afios posteriores

al diagnostico presentaron una peor SG.
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Figura 5.12. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con las recaidas tempranas (< 3
anos) en pacientes no tratados con terapia de consolidacién con rituximab.
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Figura 5.13. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con las recaidas tempranas (< 3
anos) en pacientes tratados con terapia de consolidacion con rituximab.
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Funciones de supervivencia
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Figura 5.14. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con las recaidas a los 5 afios
post-diagnostico en pacientes no tratados con terapia de consolidacién con rituximab.
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Figura 5.15. Curva de Kaplan-Meier de la SG relacionada con las recaidas a los 5 afios

post-diagnostico en pacientes tratados con terapia de consolidacién con rituximab.
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La SG a los 3 anos desde el diagnostico fue del 94,1% (25 pacientes

censurados) y a los 5 afos del 83,6% (59 pacientes censurados).
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VI - DISCUSION

La introduccion del rituximab como inmunoterapia ha supuesto un gran
avance en el tratamiento del linfoma folicular convirtiéndose en una terapia
esencial que ha dado lugar a una mejora significativa en la respuesta clinica y en
la supervivencia con un perfil de toxicidad aceptable (84,162,225). A pesar del
aumento de la supervivencia con la utilizacion del rituximab, el linfoma folicular
sigue siendo una enfermedad incurable (226,227). Debido al curso indolente del
linfoma folicular, que se caracteriza por multiples recaidas e intervalos de
remision progresivamente mas cortos, el desarrollo de nuevas terapias y la
identificacion de nuevos objetivos como las remisiones completas duraderas y
una mayor calidad de vida, son punto a considerar para prevenir las recaidas y

prolongar la supervivencia (198).

El tratamiento con rituximab administrado en monoterapia o en
combinacion con quimioterapia, incluyendo el tratamiento de inducciéon en
primera linea, el mantenimiento y la terapia de rescate, ha cambiado el enfoque
clinico del linfoma folicular. Sin embargo, su efectividad esta limitada en gran
medida por el desarrollo de resistencias al tratamiento que se reflejan en la

aparicion de recaidas o progresion de la enfermedad (160).

La variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos es bien
conocida y plantea un problema en la medicina. Esta variabilidad puede
encontrarse tanto en la efectividad como en la toxicidad a un tratamiento. La
experiencia en la practica clinica revela que la administracion de un mismo
farmaco a diferentes pacientes a las dosis de prescripcion recomendada produce
respuestas distintas que van a depender tanto de factores genéticos como clinicos
(178). Las causas de la variabilidad en la respuesta al rituximab son desconocidas,
pudiendo estar asociada con la presencia de polimorfismos en genes funcionales
relacionados con los mecanismos de accidn de la terapia bioldgica, por lo que el
componente genético jugaria un papel importante en su efectividad (228). En la
actualidad, se dispone de la farmacogenética como una herramienta de ayuda que
permite evaluar la influencia de determinados factores genéticos en la respuesta a
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diversos farmacos e identificar a aquellos pacientes con una peor respuesta a los

mismos para mejorar y optimizar el tratamiento que reciben.

La lisis de los linfocitos B inducida por rituximab estd mediada por
diferentes mecanismos de accion que engloban la apoptosis, la CCDA y la CCDC.
Para cada una de estas vias principales de accidn, se han descrito mecanismos
potenciales de resistencia tumoral, entre los que hay que sumar el elevado tamafio
molecular de los anticuerpos monoclonales, en comparacion con otros farmacos
antineoplasicos utilizados en el linfoma folicular, y los mecanismos extracelulares
que potencian estos mecanismos de resistencia. A diferencia de los farmacos
quimioterapéuticos tradicionales, la actividad biologica antitumoral del rituximab
depende no solo de la célula neoplasica, sino también del microambiente tumoral

donde destacan las células inmunes efectoras (169,229).

La apoptosis es un proceso fisioldgico de eliminacion celular estrechamente
regulado y caracterizado por una secuencia de cambios morfoldgicos. A nivel
molecular, se trata de una cadena de sefales que estdn reguladas positiva y
negativamente manteniendo la homeostasis, concluyendo con la activacion de la
cascada proteolitica (198). Sin embargo, durante el desarrollo del cancer, este
mecanismo se puede ver alterado favoreciendo la susceptibilidad de la
enfermedad, la progresion tumoral y la resistencias a las terapias antineopldsicas
habituales (200). Las células citotdxicas expresan en su superficie ligandos de
muerte celular, como FASL, TRAIL y TNFa, que median la activacion de la
apoptosis a través de la via extrinseca de células sensibles que expresen los

receptores correspondientes a cada ligando.

En el presente estudio se han evaluado polimorfismos en los genes que
codifican para alguna de las moléculas del sistema de receptores y ligandos de
muerte celular, involucrados en la apoptosis a través de la via extrinseca, tales
como FAS, FASL, TRAILR1, TRAIL y TNFR1. Hasta la fecha, no se han encontrado
estudios previos que analicen la influencia de estos polimorfismos con la
respuesta al rituximab en linfomas ni en otras patologias, siendo éste el primer

estudio al respecto.

No obstante, aunque escasos, existen algunos trabajos cuyo objetivo ha sido
la evaluacién de la influencia de polimorfismos en genes relacionados con la

apoptosis en la susceptibilidad a desarrollar linfomas. En este sentido, en el
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estudio realizado por Heredia-Galvez et al. (215), que incluyd a 190 pacientes y
191 controles, se evalud la asociacion del riesgo de linfomas con los polimorfismos
rs20576, rs2230229 y rs20575 en TRAILR1 y rs12488654 en TRAIL. Los resultados
muestran una distribucién por genotipos diferente entre los casos y los controles
para TRAIL rs12488654, siendo mas frecuente los portadores del alelo A (CA/AA)
en los casos con diferentes tipos de linfoma (45,0% en linfoma folicular, 45,2% en
LDCBG, 40,0% en LH y 52,6% en otros LNH) que en los controles (15,7%),
observandose estas diferencias como estadisticamente significativas (p<0,001;
p=0,001; p=0,027; p<0,001, respectivamente), al presentar una fuerte asociacion con
el riesgo de desarrollar linfomas (OR=3,5, IC95% 2,1-5,9; OR=3,5, IC95% 1,6-7,9;
OR=2,9, IC95% 1,1-7,5; OR=4,8, IC95% 1,8-12,6, respectivamente).

En el metaandlisis realizado por Chen et al. (214) estudiaron varias
investigaciones relacionadas con la influencia de los polimorfismos TRAILR1
rs20575 (C626G), rs2230229 (A1322G) y rs20576 (A683C), en la susceptibilidad a
desarrollar cancer de pulmodn, de cabeza y cuello, de mama y LNH. Los
resultados obtenidos fueron que el alelo G de TRAILR1 rs2230229 y el alelo C de

TRAILR1 rs20576 se asociaban con un incremento del riesgo de cancer.

Villa-Morales M et al. (230) publicaron en 2010 los resultados de un estudio
realizado en lineas celulares procedentes de ratones donde destacaron la
implicacion de polimorfismos funcionales en FAS, FASL y FADD en la
susceptibilidad de aparicion de linfomas linfoblasticos de células T.

Por otro lado, existen trabajos publicados que abordan la influencia de
polimorfismos en otros receptores de muerte celular y la susceptibilidad a
desarrollar LNH. De esta manera, Cerhan et al. (231) genotiparon 54 SNPs en los
genes TNF, Linfotoxina a (LTA) y en nueve genes de la via NF-xB (TNFRSF1A,
TRADD, TRAF2, TRAF5, RIPK1, CHUK, IKBKB, NFKB1 y REL) y estudiaron como
influlan estos polimorfismos en la susceptibilidad de desarrollar LNH,
concluyendo que el genotipo AA del polimorfismo TNF rs1800629 (G308A) se
asociaba con un mayor riesgo de desarrollar linfoma folicular y LDCBG. En otro
estudio realizado por Skibola et al. (232) se examinaron los SNPs en TNFRSF5 y
TNFSF5, que codifican para las proteinas coestimuladoras CD40 y CD154,
respectivamente. En este estudio, se observo que aquellos pacientes con genotipo
TT para el polimorfismo TNFRSF5 rs1883832 (-1C/T) de la region promotora
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presentaban mayor riesgo a desarrollar linfoma folicular. Estos resultados
sugirieron que el polimorfismo TNFRSF5 rs1883832 podia aumentar la
susceptibilidad de desarrollar linfoma folicular debido a la desregulacion de la
respuesta inmune celular del centro germinal. Ademas, la variante del alelo A del
SNP TNFSF5 1s3092933 (G6809A) localizado en el cromosoma X se asocio con un

mayor riesgo de linfoma folicular en mujeres.

El desarrollo de resistencias a farmacos quimioterapéuticos por las células
neoplasicas es el resultado, en gran parte, de la aparicion de mecanismos anti-
apoptoticos. El sistema inmunitario citotéxico mediado por las células NK y los
linfocitos T citotoxicos participan en esa muerte celular por mecanismos
apoptoticos a través de los ligandos FASL, TNFa y TRAIL. Estos ligandos pueden
estar presentes tanto en la superficie celular de células NK, monocitos y los
linfocitos T citotdxicos como ser secretados fuera de la célula en forma soluble
(233-236).

A diferencia de la ausencia de estudios de polimorfismos en genes de
apoptosis, existen estudios donde evaluaron la influencia de polimorfismos
relacionados con la CCDA, los SNPs FCGR2A 131H/R, FCGR2B 232I/T y FCGR3A
158V/F, y un polimorfismo relacionado con la CCDC, el SNP C1QA G267A, con la
respuesta a rituximab. En el primer trabajo al respecto, llevado a cabo por Carton
et al. (188) en una cohorte de 49 pacientes con linfoma folicular, se evaluo la
implicacién del polimorfismo FCGR3A 158V/F, relaciondndose a los pacientes
homocigotos 158VV con una mejor respuesta clinica y bioldgica a rituximab en
monoterapia, sugiriendo asi que la lisis de células neopldsicas mediada por
CCDA era mas eficaz en estos casos. Del mismo modo, Kim et al. (197)
encontraron que, en 113 pacientes con LDCBG tratado con R-CHOP, el alelo
FCGR3A 158V se correlacionaba significativamente con una mejor respuesta.
Asimismo, Weng et al. (192) realizaron un estudio en 87 pacientes con linfoma
folicular en los que se evalu6 ese polimorfismo en FCGR3A y la respuesta a
rituximab en monoterapia, encontrandose el genotipo 158VV como un factor
independiente asociado con una mejor tasa de respuesta y enfermedad libre de

progresion.

En este sentido, se ha demostrado que la unién de la fracciéon Fc de un
anticuerpo con el receptor FcR localizado en las células NK, estimula la expresion
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de FASL por dichas células, facilitando la muerte de las células neoplasicas
portadoras del receptor FAS. Ademas, la interaccion de FASL en las células NK
estimuladas por el FcR con sus receptores FAS desencadena la apoptosis de las
células NK e influye de manera critica en la capacidad de mediar la muerte
celular paracrina y autocrina (237). Las células NK también inducen la lisis de los
linfocitos B de LNH a través de la liberacion de perforina y granzimas o por
apoptosis a través de la induccion de la sefializacion por FASL (238). Por ello, los
SNPs en los genes FAS y FASL podrian influir a su vez en el mecanismo de accién
basado en la CCDA.

En relacién con la CCDC, Racila et al. (196) evaluaron el impacto del
polimorfismo C1IQA rs172378 (A276G), en pacientes con linfoma folicular, sobre la
tasa de respuesta con rituximab en monoterapia. Los homocigotos para el alelo G
presentaban mayores tasas de recaida, con un menor tiempo hasta la progresion y
una menor tasa de respuesta completa que los portadores del alelo A. Estos
resultados se evaluaron por Jin et al. (239) en pacientes con LDCBG tratados con
R-CHOP concluyendo que la tasa de respuesta completa y la SG en los
homocigotos para el alelo A fueron mayores que para el alelo G. Clq es la
proteina de reconocimiento de diana de la via clasica del complemento y un
importante nexo de conexiéon entre la inmunidad innata y adquirida.
Curiosamente, el componente del complemento Clq estd estructuralmente
relacionado mediante un dominio homdlogo con varias proteinas de la
superfamilia TNF, a pesar de la aparente divergencia funcional entre el

complemento y los sistemas TNF (240).

El rituximab induce la apoptosis en los linfocitos B del LNH a través de vias
de sefializacion seleccionadas y de inmunosensibilizacion. Hay estudios in vivo en
los que se ha demostrado que rituximab interfiere en los sistemas FAS/FASL y
TRAIL/TRAILRI a través de la sensibilizacion de las lineas de células tumorales
de LNH-B a la apoptosis inducida por FASL (208,209) y TRAIL (206,207),
actuando como inhibidor de diferentes vias de sefializacion intracelulares, tales
como p38 MAPK, NK-kB, YY1 y AKT. Estos hallazgos establecen el papel de las
células efectoras que expresan FASL o TRAIL en la eliminacion de células

neoplasicas después del tratamiento con rituximab (161,241).

Con todo lo comentado, los polimorfismos relacionados con los tres
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mecanismos de accion: CCDA, CCDC y apoptosis, podrian estar implicados en la
respuesta a rituximab. En cuanto al estudio farmacogenético realizado, nuestros
resultados muestran que, en pacientes con linfoma folicular tratados con
rituximab utilizado como inmunoterapia en esquemas de induccién en primera
linea, la presencia del genotipo CC para TRAILR1 rs20575 y el genotipo CC para
FASL 1rs763110 manifestaban una mejor respuesta evaluada al final del
tratamiento, no encontrandose diferencias en la evaluacion de la respuesta a
mitad del tratamiento de induccion. Inicialmente, el genotipo CC para FASL
rs763110 tenia una distribucion diferente entre los dos grupos de respuesta al
final del tratamiento, siendo significativamente mayor en el grupo de
respondedores con respecto al grupo de RpP/NoRp (34,1% frente a 14,3%,
p=0,028), mientras que para el genotipo CC para TRAILR1 rs20575 se encontraba
en un mayor porcentaje en el grupo de respondedores con respecto al grupo de
RpP/NoRp, presentando estas diferencias una tendencia hacia la significacion
(27,5% frente a 11,8%, p=0,064).

Por el contrario, el genotipo AA para TNFR rs767455 se asocio con una peor
respuesta evaluada a mitad del tratamiento, no encontrando diferencias al final
del mismo, de manera que el genotipo AA se encontraba en un mayor porcentaje
en el grupo de RpP/NoRp con respecto al de respondedores a mitad del
tratamiento, tendiendo estas diferencias hacia la significacion (49,2% frente a
30,3%, p=0,077).

Aunque no hay estudios publicados relacionados directamente con la
respuesta al rituximab, si que existen publicaciones sobre la influencia de estos
polimorfismos en otras patologias y para otros anticuerpos monoclonales. De
hecho, en el estudio realizado por Morales-Lara et al. (212,213) mostraron que el
genotipo CC para TRAILR1 rs20575 también se asociaba con una mejor respuesta
al tratamiento con el anticuerpo monoclonal anti-TNFa infliximab, en pacientes
con AR, mientras que el alelo G se asociaba con peor respuesta. Igualmente,
evaluaron el polimorfismo TNFRI rs767455 con resultados contradictorios en
pacientes diagnosticados de AR que de APs; mientras que el genotipo AA se
asocié con una mejor respuesta en AR, en pacientes con APs este mismo genotipo
se asocio con peor respuesta (212). Es interesante sefialar que el rituximab es una

farmaco que también ha sido aprobado en el tratamiento de la AR como una
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opcion en segunda linea por lo que seria posible que los mismos polimorfismos
asociados con respuesta a anticuerpos monoclonales en AR lo fueran también en
linfoma folicular (242). En relacion con las diferencias observadas en nuestro
estudio para TNFR1 rs767455 a mitad del tratamiento, es posible que exista una
relacion directa con los niveles elevados de TNFa. El TNFa y la LTA son
moléculas implicadas en la patogénesis de los trastornos linfoproliferativos, de
manera que, los pacientes con LNH-B a menudo presentan niveles séricos
elevados de TNF, por lo que pueden estar asociados con un mal resultado. Los
polimorfismos de TNFa y LTA influyen en la expresién de estas citoquinas y
pueden explicar la variabilidad de la respuesta a la terapia. Ambas moléculas
median sus funciones a través de la union con los receptores TNFR1 y TNFR2,
respectivamente, modulando la activacion, proliferacion o apoptosis celular (243).
Tras la estimulacion de los receptores TNFR, el perfil de expresion génica ha
demostrado la regulacion de NF-xB, un gen responsable de la activacion de los

factores de transcripcion involucrados en la linfomagénesis (244).

En concordancia con lo comentado, nuestros resultados indican que los
pacientes con linfoma folicular con el alelos G para TRAILR1 rs20575 y el alelo T
para FASL rs763110 presentaban una peor respuesta al tratamiento con rituximab
en primera linea. Asimismo, TRAILR1 rs20575, pero no FASL rs763110, se
asociaba con la respuesta en el modelo ajustado de regresion logistica binaria
multivariante donde fue considerado como factor predictor independiente de
respuesta. Este hallazgo podria ser debido a la asociacién previamente observada
entre FASL rs763110 y el grado histologico del linfoma folicular, donde el
genotipo CC se presentaba en un porcentaje mayor en linfomas foliculares de
grado histoldgico 1-2 con respecto a TC/TT (91,7% frente a 70,0%, p=0,015), lo que
podria relacionar a este polimorfismo con la gravedad de la enfermedad, ademas
de con la respuesta a anti-CD20. Por el contrario, la implicacion del polimorfismo
TRAILR1 rs20575, que resulta en una sustitucion de una arginina por la treonina,
estarfa simplemente relacionada con el mecanismo de accién del rituximab.
Curiosamente, en estudios previos, el alelo C para FASL rs763110, que en nuestro
estudio estd asociado con buena respuesta, ha mostrado un aumento en la
expresion de FASL en comparacion con el alelo T. Ademas, el alelo T se ha
asociado con una peor respuesta para el anticuerpo monoclonal anti-TNFa
infliximab en la enfermedad de Crohn (211), destacando asi el concepto de un
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mecanismo de accion comun para los anticuerpos monoclonales,

independientemente de la molécula diana y la patologia.

En los dultimos afos, diversas investigaciones han demostrado la
importancia de los receptores TNFRSF como dianas de interés para la induccion
de la apoptosis de las células neoplasicas. Por esta razon, se han aprobado o estan
en fase de desarrollo varios agentes terapéuticos dirigidos a modificar y actuar
sobre las vias anti-apoptodticas alteradas con el fin de potenciar, preferentemente,
los mecanismos pro-apoptdticos que desencadenaran la muerte de las células
neoplasicas o la sensibilizacion a la apoptosis asociando la quimioterapia
convencional con la terapia molecular dirigida (199,245,246). Nuestros resultados
podrian ser interesantes no solo en el contexto de una respuesta tnica a
rituximab, sino también en la combinacién de rituximab con otros anticuerpos
monoclonales dirigidos hacia los sistemas FASL/FAS, TRAIL/TRAILR1 vy
TNF/TNFR1. Se ha demostrado que el mapatumumab, un anticuerpo monoclonal
agonista dirigido a TRAILR1, desencadena la apoptosis mediante la activacion de
la respuesta inmune innata y la sensibilizacion de linfocitos B del linfoma. Por
otra parte, la combinacién de mapatumumab con rituximab demostré ser mas
eficaz en el control del crecimiento de las células del linfoma que cualquiera de
dos anticuerpos monoclonales por separado (246). La combinacion de rituximab
con estas terapias pro-apoptdticas parece una estrategia muy prometedora en el
tratamiento del LNH de células B resistentes (207,247,248).

La respuesta obtenida tras el tratamiento de induccién se utiliza como
medida subrogada de otras medidas de beneficio clinico, tales como la SLP y la
SG, y puede ayudar en la toma de decisiones sobre la continuacién o el cambio de
la terapia a una estrategia alternativa que pudiera mejorar las tasas de remision,
con un menor riesgo de morbi-mortalidad. La importancia de la respuesta
después del tratamiento de induccion en primera linea en el linfoma folicular ha
sido analizada en un estudio llevado a cabo durante un seguimiento a muy largo
plazo, con una mediana de 14,9 afos, en el que se demostré que aquellos
pacientes que alcanzaban RC tenian una SG significativamente mejor que los que
alcanzaban RP. De manera que alcanzar RC tras el tratamiento antineoplasico
podria ser un marcador representativo de la supervivencia a largo plazo (227). No
hemos encontrado una relacion directa entre la obtencion de RC frente a la RP en
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nuestra cohorte de pacientes con los datos de supervivencia, donde
probablemente seria necesario llevar a cabo un seguimiento mas prolongado. No
obstante, detectar aquellos pacientes que no alcancen RC después del tratamiento
de induccién en primera linea y las causas que influyen en ello, podria aportar
informacion para que estos pacientes se beneficien de una intensificacion del
tratamiento, de una terapia de mantenimiento con rituximab, de otros
tratamientos mas novedosos que actien sobre diferentes dianas de accion o,
incluso del TPH (227).

En los estudios farmacogenéticos, el analisis por haplotipos o alelos
conjuntos puede ser de gran utilidad, ya que proporciona informacién acerca de
la recombinacién, cuando se produce intercambio fisico del ADN durante la
meiosis. Entre los diferentes polimorfismos localizados en un mismo cromosoma
o relativamente préximos entre si puede observarse un cierto grado de
correlacion o asociacion estadistica conocida como desequilibrio del ligamiento.
Por este motivo, resulta interesante identificar el conjunto de alelos que se
trasmiten juntos. La realizacion de estos analisis permite analizar de manera
simultdnea polimorfismos en un gen o regiones proximas. La combinacion de
estudios por genotipos y haplotipos o alelos conjuntos suele aportar mayor

informacién que cualquiera de los dos realizados individualmente (187,249).

Hasta el momento, no se han encontrado estudios de andlisis de haplotipos
o alelos conjuntos que evaltien su influencia en la respuesta al tratamiento en los
LNH, en general, ni en el linfoma folicular, en particular, Sin embargo, aunque
escasos, hay algunos trabajos publicados que evaltian la influencia de haplotipos
formados por los alelos de SNPs en TNF con la predisposicion y el desarrollo de

LNH, con una implicacion en la susceptibilidad (250-252).

En nuestro estudio se evalud la asociacion de alelos conjuntos, constituida
por diferentes combinaciones de alelos de los SNPs estudiados, con la respuesta a
rituximab alcanzada al final del tratamiento del linfoma folicular. Se observo que
los desequilibrios del ligamiento mas altos encontrados se debian a los
polimorfismos presentes en el mismo gen del TRAILRI, es decir, para TRAILR1
1520576 y TRAILR1 rs20575. De estos resultados cabe destacar la presencia de la
combinacién de alelos AAGG en TRAILRI rs20576, TRAILRI rs2230229, TRAIL
rs12488654 y TRAILR1 1s20575, respectivamente, en el grupo de pacientes
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RpP/NoRp, por lo que su presencia podria considerarse un predictor de peor

respuesta al tratamiento con rituximab.

En cuanto al analisis de supervivencia, hemos observado que los genotipos
AA para TRAILR1 rs2230229 y CC para FASL rs763110 presentaban una mejor
SLP con respecto a los genotipos GA/GG y TC/TT, respectivamente, aunque sin
llegar a alcanzar una significacion estadistica. Estos resultados observados para el
polimorfismo FASL rs763110 se correlacionan con los datos obtenidos en el
estudio farmacogenético en el que el genotipo CC se asociaba con una mejor
respuesta al tratamiento de induccion con rituximab evaluada al finalizar el
mismo. No obstante, no se observd ninguna asociacién entre los diferentes
polimorfismos estudiados en genes relacionados con la apoptosis y la SG. En
consonancia con el analisis de alelos conjuntos, ambos polimorfismos TRAILR1
rs2230229 y FASL rs763110 mostraban un grado de desequilibrio del ligamiento
entre ellos, lo que podria aportar informacion adicional acerca de la transmision

conjunta de estos alelos y su posible asociacion con la SLP.

Es bien conocido que el pronodstico del linfoma folicular esta relacionado
con la presencia de distintos factores, tanto genéticos como clinicos y bioldgicos,
por lo que tiene una influencia multifactorial. Una serie de factores prondsticos
pre-tratamiento bien establecidos ha permitido predecir la supervivencia en
grandes cohortes de pacientes con linfoma folicular, utilizados para determinar la
estrategia terapéutica inicial (82,83). Los factores pronosticos mas relevantes
dependen de la cantidad de tumor, de su extension y de la tolerancia al
tratamiento (72,253). En general, existe un prondstico desfavorable cuanto mayor
es la carga tumoral, ya sea por extension (estadios III-IV), por la existencia de
masas voluminosas o bulky (>10 cm) o por marcadores indirectos de actividad y
proliferacion (tales como los niveles de LDH y (32-microglobulina elevados o la
presencia de sintomas B) (26).

La escala FLIPI es un indice pronostico que predice la supervivencia en
pacientes con linfoma folicular. El estadio del linfoma forma parte de esta
puntuacidn, y los pacientes con estadios avanzados (III/IV) tienden a presentar un
peor prondstico que aquellos con estadios localizados (I/II). Ademas, la edad
avanzada y los niveles séricos elevados de LDH y bajos de hemoglobina también
son variables de peor prondstico incluidas en esta escala (82). De manera
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complementaria, la escala FLIPI 2 creada posteriormente incluye ademas, entre
las variables pronosticas desfavorables, los niveles séricos elevados de [32-
microglobulina a diferencia del FLIPI (83).

En nuestro estudio farmacogenético, hemos evaluado diversas
caracteristicas clinicas que parecen influir en la respuesta al rituximab. La cohorte
de pacientes del estudio se caracteriza, mayoritariamente, por presentar al
diagnostico niveles séricos elevados de LDH (63,5%) y p2-microglobulina (69,8%),
grado histolégico 1-2 (76,2%), estadio III-IV de la clasificacion de Ann Arbor
(77,0%) y buen estado funcional con un ECOG 0-1 (86,5%). Ademads, se ha
identificado, en un bajo porcentaje de pacientes, la presencia de enfermedad bulky
(5,6%), sintomas B (17,5%) y niveles séricos < 12 g/dL de hemoglobina (26,2%). En
relacion con estas variables clinicas, nuestros resultados han mostrado una
asociacion entre la presencia de sintomas B y la presencia de enfermedad
voluminosa o bulky con la respuesta al tratamiento. La presencia de sintomas B
tenia una distribucion estadisticamente diferente entre los dos grupos de
respuesta evaluada a mitad del tratamiento, siendo mas frecuentes en el grupo de
RpP/NoRp en relacion al de respondedores (22,6% frente a 5,5%; p=0,018). En la
evaluacidn al final del tratamiento, esta diferencia en la distribucién mostraba una
tendencia a ser superior en el grupo de RpP/NoRp con respecto al de
respondedores (25,7% frente a 14,3%; p=0,079), aunque sin llegar a ser
estadisticamente significativa. Asimismo, al comparar estas variables clinicas con
la distribucion de genotipos se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de sintomas B y la distribucidon por genotipos
para TNFRI rs767455, siendo los pacientes con genotipo AA el de mayor
porcentaje que presentaba sintomas B frente a los genotipos AG/GG (27,1% frente
a 12,2%; p=0,033). Asimismo, la presencia de sintomas B mostraba una tendencia
hacia la significacion en la distribucion de los diferentes genotipos de TRAILR1
rs20575, estando presente en un mayor porcentaje en el genotipo CC con respecto
a GC y GG (27,6%, 9,1% y 19,5%, respectivamente; p=0,067). La presencia de
enfermedad bulky se asocid con una peor respuesta en la evaluacion al final del
tratamiento, aunque con una ligera distribuciéon mayor en el grupo de pacientes
RpP/NoRp con respecto al de respondedores, (11,4% frente a 3,3%; p=0,093), sin
llegar a ser estadisticamente significativa.
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Historicamente, la presencia de sintomas B se ha relacionado con un
aumento de los niveles plasmaticos de proteinas y citoquinas inflamatorias, tales
como la proteina C reactiva (254) y la interleucina 6 (255) . De forma similar, estos
marcadores inflamatorios elevados se han correlacionado con otros factores
prondsticos en LNH, incluyendo el estado funcional y los niveles de [2-
microglobulina (255,256), objetivandose una peor tasa de respuesta y de
supervivencia con respecto a los pacientes que presentaban niveles normales de
proteinas inflamatorias (257,258). En los resultados del andlisis de regresion
logistica binaria no ajustada, la presencia de sintomas B se ha considerado un
factor de peor respuesta, no siendo un predictor independiente de respuesta en el
modelo multivariante ni a mitad ni al final del tratamiento. Estos datos se
complementan con los resultados obtenidos en el analisis de supervivencia,
donde la presencia de sintomas B al diagnostico se ha relacionado de manera

significativa con una menor SLP en comparacion con la ausencia de sintomas B.

Otra variable que valora la influencia de la enfermedad sobre el estado
general del paciente es el indice del estado funcional o escala ECOG. Este
parametro se ha considerado un factor prondstico incluido dentro del IPI (80)
utilizado como indice clinico estdndar en los LNH agresivos. Sin embargo, no se
ha considerado como factor prondstico en los indices FLIPI (82) y FLIPI 2 (83)
especificos para el linfoma folicular. No obstante, en nuestro estudio se ha
evaluado la posible relacion con la respuesta y la supervivencia en el linfoma
folicular, relacionandose un ECOG > 2 con una menor SG, indicativo de una
mayor influencia de la enfermedad, aunque sin encontrar una influencia directa

en la respuesta al tratamiento de induccion.

Por otra parte, el género no es un pardmetro incluido en el FLIPI ni en FLIPI
2, pero tradicionalmente ha sido reconocido como un factor prondstico en el
linfoma folicular (84,259). El género masculino es considerado como un factor
prondstico adverso tanto en el linfoma folicular como en el LDCBG después de la
incorporacién de rituximab a la terapia (260,261). Ademas, se ha demostrado que
las mujeres responden mejor al tratamiento del linfoma folicular y LDCBG que los
hombres a pesar de presentar similares factores de riesgo asociados (262-264). En
concordancia con estos hallazgos, en la cohorte de pacientes de nuestro estudio se

encontrd una fuerte asociacion con una peor respuesta al final del tratamiento
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para el género masculino, considerandose como factor predictor independiente en
el modelo multivariante. También se asocié con una peor respuesta en la
evaluacion a mitad del tratamiento, con la diferencia de que no fue un factor
predictor independiente en el modelo multivariante. Esta diferencia podria
deberse al hecho de que, en términos farmacocinéticos, la tasa de eliminacion de

rituximab es mayor en los hombres que en las mujeres (265,266).

En lineas generales, el linfoma folicular es una neoplasia que afecta a una
poblacion de edad avanzada con una mediana de edad al diagnostico de 60 afios
(17,18). La edad avanzada es un factor muy adverso debido a las comorbilidades
que suelen presentar estos pacientes, asociada a una peor tolerancia y mayor
toxicidad al tratamiento antineopldsico (26). La cohorte de pacientes de nuestro
estudio se ha caracterizado por presentar una media de edad al diagndstico de
56,1£15,1 afos, englobandose un 57,9% dentro del grupo de menos de 60 afios. En
correlacion con estos datos, no se ha encontrado asociacién entre la edad al
diagnostico, utilizando como punto de corte 60 afos, y la respuesta al tratamiento
de induccion en primera linea. Sin embargo, en el analisis de supervivencia, el
diagnostico de la enfermedad en una edad avanzada (= 60 afos) se ha estimado

como un factor pronostico adverso relacionado negativamente con una menor SG.

Durante la evolucion del linfoma folicular, los pacientes con enfermedad
avanzada suelen responder al tratamiento antineopldsico pero es frecuente que
aparezcan recaidas recurrentes a intervalos cada vez mas cortos de tiempo entre
ellas, manteniendo generalmente las mismas caracteristicas clinicas determinadas
al diagndstico (26). A pesar de la mayor eficacia al incorporar el rituximab en los
esquemas de quimioterapia, tales como R-COP (123), R-CHOP (267), R-FM (128) y
R-Bendamustina (134,135), aproximadamente un 20% de los pacientes con
linfoma folicular desarrollan recaidas con progresion de la enfermedad dentro de
los 2 afos posteriores al diagndstico y al tratamiento de induccion en primera
linea (134,267), incluso a pesar del beneficio adicional del tratamiento de

mantenimiento con rituximab (138).

Los pacientes con linfoma folicular tratados con diversos esquemas de
inmunoquimioterapia que desarrollan progresion de la enfermedad durante los 2
anos posteriores al diagndstico tienen una SG significativamente peor que cuando
la desarrollan durante los 5 afios posteriores, por lo que la recaida temprana en



210 MARIA DEL ROCIO GUTIERREZ CIVICOS

estos casos es predictiva de una menor supervivencia (268). Los resultados de
nuestro estudio muestran que la apariciéon de recaidas durante el periodo de
seguimiento se ha relacionado de manera significativa con una menor SG.
Considerando estos resultados, realizamos un estudio estratificado comparando
la SG con la aparicion de recaidas tempranas a los 3 afios post-diagndstico y
recaidas a los 5 afos post-diagndstico tanto en los pacientes tratados con
consolidacion con rituximab tras el tratamiento de induccion en primera linea
como en los no tratados con consolidacién con rituximab, encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el grupo no tratado con consolidacion con
rituximab que desarrollaron recaidas durante estos dos periodos de tiempo y una
menor SG, asocidndose con peores resultados. En este sentido, nuestros hallazgos
concuerdan con el estudio de Casulo C et al. (268) realizado en pacientes tratados
con un esquema tipo R-CHOP como tratamiento de induccion en primera linea,
sin mantenimiento con rituximab, utilizando como punto de corte las recaidas
tempranas que aparecen a los 2 afios post-diagnostico, asociandose con mayor
riesgo de muerte. Asimismo, en el estudio de Mozessohn et al. (269), también
observaron que la aparicion de recaidas y progresion de la enfermedad temprana
durante los 6 meses después de la ultima dosis de rituximab, tanto en la
induccidn como en el mantenimiento, se asociaba a una supervivencia mds corta
con peor respuesta al tratamiento antineopldsico administrado durante las

recaidas.

Por otra parte, los esquemas de consolidacién con rituximab utilizados en la
cohorte de pacientes del estudio son muy diversos, presentando una variabilidad
importante entre ellos. Sin embargo, nuestros resultados muestran una mayor
SLP y SG en los pacientes que recibieron tratamiento de consolidacion con
rituximab en comparacion con los que no la recibieron, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. En este sentido, el tratamiento con rituximab de
mantenimiento en aquellos pacientes que respondieron a la terapia de induccion
en primera linea con rituximab asociado a quimioterapia se ha estudiado en
varios ensayos aleatorios a gran escala, demostrando un efecto beneficioso al
prolongar la duracién de la respuesta en la primera remisién y en los pacientes
con enfermedad recurrente (117,119,138,270-272). No obstante, con respecto a la
variabilidad de la pauta posoldgica de los esquemas, se ha comparado la

administracion de rituximab de mantenimiento cada 2 meses en esquemas de
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corto tiempo (4 infusiones) frente a esquemas mas prolongados (con un maximo
de 5 afos o hasta progresion de la enfermedad o toxicidad), sin mostrar una
diferencia significativa entre ambos esquemas con respecto a la SLP y SG, aunque
si se han asociado los esquemas mas prolongados con un aumento de la toxicidad
(273).

Las pruebas de imagen utilizadas para evaluar la respuesta al tratamiento
engloban tanto TAC como la combinacién PET-TAC. PET-TAC es una prueba de
imagen que mejora la precision para detectar algunas lesiones no palpables, tanto
ganglionares como extraganglionares, y puede ayudar a diagnosticar la
transformacion de linfoma folicular a linfomas de alto grado debido a la distinta
captacion de contraste radiactivo que pueden presentar las lesiones malignas
(67,71). En linfoma folicular, seria adecuado utilizar dicha técnica cuando se
pretenda valorar la tasa de respuesta terapéutica, asi como cuando se disponga de
un estudio basal (154).

La evaluacion de la respuesta al tratamiento realizada de forma precoz tras
recibir 2-4 ciclos se conoce como exploracion interim o intermedia y su principal
finalidad es obtener datos fiables de respuesta que permitan confirmar o
modificar de manera segura la terapia instaurada. Sin embargo, obtener una PET-
TAC interim positiva durante terapias que incluyan rituximab no identifica de
manera adecuada los pacientes de alto riesgo, por tanto, no se deberia utilizar
como Unica herramienta a tener en cuenta para realizar cambios en el tratamiento
instaurado (274). Esto se debe a que el rituximab tiene la capacidad de sensibilizar
las células quimiorresistentes, dando lugar a una sinergia junto a la quimioterapia
en el tratamiento de los LNH (275). Por ese motivo, se ha postulado que la adicion
de rituximab a la quimioterapia puede inducir una respuesta inflamatoria
inespecifica asociada al reclutamiento de células inmunes en la localizacion
tumoral, que puede conllevar a una elevada tasa de falsos positivos en la
evaluacion por PET-TAC, principalmente en la evaluacion interim (276). En los
resultados de nuestro estudio, la evaluacién de la respuesta a mitad del
tratamiento mediante PET-TAC se considerd un predictor positivo independiente
de no respuesta completa junto al genotipo AA para TNFRI 1rs767455.
Adiccionalmente, en la distribucién de los genotipos de TNFR1 rs767455 también

se observd una tendencia a la significacion en la evaluacion de la respuesta a
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mitad del tratamiento mediante PET-TAC, siendo mas frecuente dicha evaluacion
en los genotipos AG/GG que en AA (36,5% vs 20,8%, respectivamente; p=0,066).
Por el contrario, no hubo diferencias entre la evaluacion de la respuesta con TAC
frente a PET-TAC al final del tratamiento, asi como con la SLP y la SG.

En resumen, este ha sido el primer estudio en el que la presencia de SNPs
en genes funcionales que codifican para moléculas implicadas en la via extrinseca
de la apoptosis se asocia con la respuesta a rituximab en pacientes con linfoma
folicular. El estudio farmacogenético para el rituximab podria ser de utilidad en
pacientes seleccionados, que no responden adecuadamente a la terapia de
induccion. Es importante destacar que el componente genético forma parte de un
conjunto global de factores clinicos que modifican la respuesta farmacologica a
rituximab, por lo que su evaluacidon debe basarse en la determinacion de diversos
factores de riesgo que influyen sobre ella, y no solo en el estudio genético como

un componente tnico.

6.1. LIMITACIONES

El tamafio muestral es una de las principales limitaciones del estudio, que se
centr6 en los pacientes que iniciaron tratamiento antineopldsico basado en
inmunoterapia con rituximab durante el periodo de recogida de muestra y que
dieron su consentimiento informado. Con respecto a la farmacogenética en genes
relacionados con la apoptosis, no hay estudios previos que evaltien la asociacion
entre los polimorfismos que hemos estudiado y la respuesta al tratamiento con
rituximab, por lo que no ha sido posible calcular el tamafio muestral necesario
para detectar las asociaciones mostradas en base a este estudio. Por ello, seria
necesario realizar estudios confirmatorios mas grandes e independientes.

Como consecuencia de la necesidad de un periodo de seguimiento
relativamente largo, la recogida de datos clinicos se llevd a cabo de manera
retrospectiva mediante su registro en las historias clinicas, con la consiguiente
pérdida de informacién para algunas variables. Los estudios prospectivos no son
eficientes para evaluar eventos o respuestas que precisen de un seguimiento muy
largo, ya que estos serian muy costosos. En este caso, nos planteamos realizar el
estudio de manera retrospectiva para facilitar el reclutamiento de la mayoria de

los pacientes que habian sido tratados con rituximab y obtener una muestra
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relativamente amplia, representativa y suficiente de pacientes.

Ademas, aunque todos los pacientes fueron tratados con rituximab, existe
un grado de heterogeneidad en los esquemas utilizados en la practica clinica
asistencial en el tratamiento del linfoma folicular. Sin embargo, esta limitacion no
parece constituir un sesgo, ya que el andlisis realizado solamente con esquemas
de tipo R-CHOP, tales como R-CHOP, R-COP y R-CNOP, donde se compara la
respuesta al tratamiento con los polimorfismos que mostraron una asociacion con
la misma, no hubo diferencias significativas al aplicar la comparativa con los
esquemas antineoplasicos utilizados en la cohorte total del estudio y al restringir
el analisis a los esquemas tipo R-CHOP. La distribucion de los genotipos para
estos polimorfismos (TRAILR1 rs20575, FASL rs763110 y TNFR1 rs767455) entre el
grupo de respondedores y el grupo de RpP/NoRp fue similar a la obtenida para
toda la cohorte.

Por otro lado, la evaluacion de la respuesta se realizé mediante dos tipos de
técnicas de imagen, TAC y PET-TAC, utilizadas habitualmente en la practica
clinica. Estas dos técnicas presentan caracteristicas diferentes en cuanto a la
sensibilidad y la captacion del linfoma por lo que es una limitaciéon del estudio.
Los resultados obtenidos a mitad del tratamiento mostraron que la evaluacion de
la respuesta por PET-TAC era un predictor positivo independiente de no
respuesta completa. No obstante, al comparar los resultados obtenidos
posteriormente con ambas técnicas, no se encontré ninguna diferencia con la
respuesta final al tratamiento. Tampoco se correlaciono6 con diferencias en la SLP

ni en la SG.

Para salvar estas limitaciones, realizamos diversas evaluaciones para cada
variable del estudio con cada uno de los grupos de respuesta mediante distintas
aproximaciones estadisticas, evitando el sobreajuste y construyendo un modelo
parsimonioso, como el andlisis univariante por regresion logistica binaria no
ajustada empleando la prueba de Chi> que determin6 la potencia de las
covariables en relacién con la respuesta, el analisis de regresién logistica
multivariante en el que se incluyeron las covariables con mayor potencia en el
estudio, completandolo con la regresion de Cox para analizar la influencia de las
variables con la supervivencia. En el estudio, evaluamos los siete SNPs en genes
de apoptosis, asi como un conjunto de variables clinicas que podian influir en la

respuesta, asociadas previamente con el pronodstico del linfoma folicular.
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VII - CONCLUSIONES

CONCLUSIONES EN RELACION CON EL OBJETIVO PRINCIPAL:

- Los pacientes con linfoma folicular tratados con rituximab como farmaco
incluido en esquemas de induccién en primera linea portadores del genotipo
CC del polimorfismo rs20575 en el gen TRAILR1 de la via extrinseca de la
apoptosis responden mejor al tratamiento con rituximab, considerandose un

factor independiente de respuesta completa al final del tratamiento.

- Los pacientes portadores del genotipo CC del polimorfismo rs763110 en el
gen FASL responden mejor al rituximab.

- Los pacientes portadores del genotipo AA del polimorfismo rs767455 en el
gen TNFRI1 responden inicialmente peor al tratamiento con rituximab,
considerdndose un factor independiente de no respuesta completa a mitad

del tratamiento.

- Los pacientes con peor respuesta al finalizar tratamiento presentan con un
mayor porcentaje la combinacién de alelos conjuntos AAGG en TRAILR1
rs20576, TRAILR1 1s2230229, TRAIL 1rs12488654 y TRAILRI 1s20575,

respectivamente.

CONCLUSIONES EN RELACION CON EL PRIMER OBJETIVO SECUNDARIO:

- El género femenino se asocia con una mejor respuesta al tratamiento con
rituximab, considerandose un factor independiente de respuesta completa al

final del tratamiento.

- La presencia de sintomas B y enfermedad bulky se identifican con
enfermedad avanzada y mayor carga tumoral, influyendo negativamente en

la respuesta al tratamiento con rituximab.

- La evaluacién de la respuesta mediante PET-TAC a mitad del tratamiento se

considera como un factor independiente de peor respuesta.
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CONCLUSIONES EN RELACION CON EL SEGUNDO OBJETIVO
SECUNDARIO:

- La administracion de terapia de consolidacion con rituximab es un factor
positivo relacionado con una mayor SLP. Por el contrario, la presencia de
sintomas B es un factor prondstico negativo relacionado directamente con

una menor SLP.

- La administracion de terapia de consolidacion con rituximab es un factor
positivo relacionado con una mayor SG. Por el contrario, la edad > 60 afios, el
ECOG = 2 y la aparicion de recaidas son factores prondsticos negativos
relacionados directamente con una menor SG. Asimismo, la aparicion de
recaidas tempranas dentro de los 3 y 5 afos post-diagnostico son factores

pronosticos negativos que se relacionan con una menor SG.
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Articulo 1

70 Orginal artick

Rituximab response in follicular lymphoma is associated with
the rs20575 polymorphism in TRAILR1 extrinsic apoptosis

trigger

Rocio Gutiérrez-Civicos®, Ana M. Hurtado’, Daniel Torres-Morena®,
José J. Sanchez-Blanco', Ignacio Espafiol®, Luciano Consuegra-Sanchez®,
Elena F’erez-CebaIIosf, Maria D. Gutiérrez-Meca®, Andrés Jerez' and

Pablo Conesa-Zamora®

Objective Rituximab in combination with chemotherapy
has been proven to increase progression-free and overall
survival in follicular lymphoma (FL), but there is
considerable interindividual variability in the response.
Extrinsic pathway apoptosis triggered by death receptors
seems to be involved in the mechanism of action of
monoclonal antibodies. This study aimed to assess the
association between TRAILR1/TRAIL polymomphisms
(rs20575, rs20576, rs2230229, rs12488654) and rituximab
response and the relationship with FASL rs763110,
previously found to be associated with rituximab response.

Patients and methods Polymomphisms were determined
in a study cohort of 125 FL patients treated with rituximab
as first-line treatment and correlated with response, which
was scored according to the International Working Group
Consensus Revised as complete response, partial
response, stable disease, and progressive disease.

Results Mo significant association with response was
found for rs20576, rs2230229, and rs12488654
polymorphisms. In contrast, rs20575 GC/GG carmriers were
more partial/nonresponders (88.2%) than complete
responders (72.50%), showing a trend toward statistical
significance (P= 0.064). In a multivariable setting, we found
that female sex [odds ratio = 0.355, 95% confidence interval
(Cl): 0.137-0.922, P=0.033] and the TRAILRT rs20575 CC

Introduction

Follicular lvmphoma (FL) is a non-Hodgkin lvmphoma
(NHL) derived from a neoplastic expansion of B-cells
from the germinal center [1]. It is the second most
common subtype of NHL and its natural history is
characterized by a typically indolent clinical course. In
advanced stages of the disease, it is considered an
incurable disorder presenting multiple episodes of
relapse [2,3).

Rituximab, a chimeric monoclonal IgG antibody, targers
neoplastic B-cells expressing the CD20 andgen and is

Supplemental digital content is availlable for this article. Direct URL atations
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genctype (odds ratio = 0.162,95% Cl: 0.035-0.757, P= 0.021)
were independent positive predictive factors of complete

clinical response to rituximab, constructing a parsimonious
model with good calibration [;? of 5.719 (d.f. = 6, P= 0.455)]
and diserimination (C-statistic =0.739,95% Cl: 0.636-0.842).

Conclusion After studying the pharmacogenetic role of
TRAILR1/TRAIL polymorphisms in rituximab-treated FL
patients, we found that the rs20575 CC genotype is an
independent predictive factor of better rituximab response,
indicating the possible involvement of death receptors in
anti-CD20 mechanisms of action. Pharmacogenetics and
Genomics 27:70-77 Copyright © 2017 Wolters Kluwer
Health, Inc. All rights reserved.
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effective, alone or in combination with chemotherapy, in
the treatment of aggressive or indolent NHL, thus
plaving an essential role in the conventional therapy
against FL. [45].

Despite the fact that rituximab in combination with
chemotherapy has been proven to increase FL
progression-free and overall survival [2,6-8], there are
still two important challenges to overcome, that is, lack of
primary response in some patients and the occurrence of
treatment resismnce. The mechanism of action is not
fully understood, but it involves the induction of
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity [9,10],
complement-dependent cywrtoxicity [11-13], and apop-
tosis enhancement [14,15]. Death receptors (DRs) are

DOI: 10.1 087FPC.0000000000 000262
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crucial inducers of the extrinsic pathway of apoptosis
upon corfesponding ligand binding.

To date, different genetic polymorphisms in complement-
dependent cytowxicity-associated [16] and  antibody-
dependent cell-mediated cywroxicity-associated genes
have been linked with rrtuximab response [17-23], but
there are no studies analyzing the relationship between
polymorphisms in DRs and rituximab response.

DRs and their ligands, especially those represented by
the Tumor Necrosis Facwor-related Apoprosis-inducing
Ligand (TRAIL) and its receptors ( TRAILR1/DR4 and
TRAILR2/DRS5) and FASL/FAS systems, are known
wiggers of apoptosis through the extrinsic pathway and
their role as potendal molecular rargets is emerging. We
and others have reported the association of TRAJLRY and
FASIL. polymorphisms with rumor susceptibility or
immunotherapy response [24-28]. Moreover, a recent
report has shown an association between a polymorphism
in FASL and rituximab response in FL patients [29].

In this work, we aimed to study whether polymorphisms
in the TRAILR1/TRAIL system might influence the
fmximab response after firstline weatment in FL
patients and whether they have an independent pre-
dictive value toward the contibuton of the rs763110
(=844C > T) FASL polymorphism.

Patients and methods

Study population and monitoring

A wrtal of 126 FL. padens were recruited between
January 2006 and May 2014 from the outpatient clinics of
Hemartology Departments from two hospitals (Morales
Meseguer General University Hospital, Murcia; Santa
Lucia General University Hospital, Cartagena) located in
the Southeast of Spain. The study included adule
patients with voluntary participaton who received
fmximab as a firse-line treatment as monotherapy or
combined with chemotherapy. Perpheral blood samples
were incorporated into a biobank with previous informed
consent. Largely, our study populadon comprises a sub-
group of a previously described series of FL. partients [30].

A descriptive analysis was carried out on patients’ age, sex,
performance status scale (Eastem Cooperative Oncology
Group), lactate dehydrogenase, i2-microglobulin, hemo-
globin level, bone marrow involvement, disease stage,
histological grade, presence of B-symptoms, Follicular
Lymphoma Intemational Prognostic Index (FLIPI) score,
radiotherapy before chemotherapy, and number of rimx-
imab infusions, according w the response groups, as shown
in Table 1. All patients were weated with finiximab alone or in
combination with the following first-line schemes: R-CHOP-
type [including R-CHOP, RCNOP, and R-COP (riniximab,
cyclophosphamide, with or withour doxombicin or mitoxan-
wone, vinenstne, prednisone)], R-LCHOP 4+ R-type [including
R-CHOP + R, and RCOP + R (inximab, cyclophosphamide,

with or without doxorubicin, vincristne, prednisone and two
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Table 1 Baseline characteristics of follicular lymphoma patients
according to treatment response
n (%)
Complete Partial!
Patient cohort responders nonresponders

Variabies n=12 n=91(72.2% n=35 (278% Pvale
Age (ysars) 56.1+15.1 56.6+15.0 548+155 0.550
Male ssx 71 (56.3) 45 (49.5) 26 (74.3) 0012
Groups of age

<60 years 73 (578) 50 (54.9) 23 (85.7)

=60 years, 53 (42.1) 41 (45.1) 12 (34.3) 0273
Pedormance status (ECOG)

0=1 110 (87.3) B0 (B878) 30 (85.7)

=2 12 (9.5) 8 (8.8) 4 (11.4)

Not available 4(32) a(3a) 128 0.737
LDH

Elevated 78 (B2.7) 57 (62.6) 22 (62.9)

Nomal 40 (31.7) 20 (31.8) 11 (31.4)

Not available 7 (5.8) 5 (5.5) 2 (5.7 0068
p2-Microglobulin

Elevated 88 (60.8) 63 (68.2) 25 (71.4)

Nomal 23 (18.3) 18 (20.8) 4 (11.4)

Not available 15 (11.8) a(e8) 6 (1721) 0.284
Hemoglobin < 12mgidl

Yea 33 (26.2) 21 (23.1) 12 (34.3)

No 80 (70.6) 67 (73.6) 22 (62.9)

Not available 4 (3.2) 333 12 0.208
Bone mamow involvement

Yea 63 (50.0) 48 (52.7) 16 (45.7)

No 51 (40.5) 35 (38.46) 15 (42.8)

Not available 12 (8.5) 8(88) 4 (11.4) 0.367
Stages

-1 23 (18.3) 18 (20.8) 4 (11.4)

= 06 (76.2) 60 (75.8) 27 (77.1)

Not available 7 (5.8) a(3a) 4 (11.4) 0.202
Histological grades

1-2 85 (675) B0 (65.9) 25 (71.4)

3 24 (18.0) 17 (18.7) 7 (20.0)

Not available 17 (13.5) 14 (15.4) 3 (8.8l 0481
B-symptoms:

Yea 21 (16.7) 13 (14.3) 8 (22.4)

No o8 (77.8) 75 (B82.4) 23 (85.7)

Not available 7 (58) a(3a) 4 (11.4) 0.166
FUIPI score

Low 41 (32.5) 32 (35.2) 9 (25.7)

Intermediate 36 (28.6) 26 (28.6) 10 (28.6)

High a9 (31.0 06 (28.6) 13 (371)

Not available 10 (7.8) 727 3 (a8 0.523
Radiotherapy before chemaotherapy

Yes 14 (11.1) 8 (8.8) 6 (17.1)

No 112 (88.9) 83 (91.2) 29 (82.9) 0.210
Mumber of rilwimab doses

=6 80 (70.6) 65 (71.4) 24 (68.6)

=6 ar (20.4) 26 (28.6) 11 (31.4) 0.752
Chemaotherapy schemes

Scheme 1 95 (75.4) 69 (75.8) 26 (74.3)

Scheme 2 21 (16.7) 16 (176) 5 (14.3)

Scheme 3 10 (7.9) 6 (6.6) 4 (11.4) 0632
LDH (U1 20 3120 306.0 0812

[median (IQR)] (184.0-387.0) (186.0-402.0) (211.0-348.0)
p2-Microglobulin 25 (1.8-3.5) 2.4 (18-34) a1 (2.1-38) 0.053

(ug/mi)

[median (IOR]]
Hemoglobin 12.2 (11.8-14.3) 132 (12.2-14.1) 120 (11.7-144) 0566

(mg/d)

[median (IQR]]

ECOG, Eastern Cooperatve Oncology Group; FLIPIL, Folicular Lymphoma
Intemational Prognostic Index; IQR, imterquartie range; LDH, lactate dehy-
drogenase; LDH elevated, > 246 Ulmil; i 2-microglobulin elevated: > 1.8 pgiml;
scheme 1 includes R-CHOP-ype; scheme 2 indudes R-CHOP +R-type;
scheme 3 incudes another group of schemes (R-FMG/R-FOM/R-FC,
rituximab—tsand, tina, mtu bch bucile, and rtuximab in monatherapy).

addigonal infusions of rimximab)], R-FMC  (rinximab,
fludarabine, miwxantrone, cyclophosphamide), R-FC (rnx-
imab, fludarabine, cyclophosphamide), R-FMD (riuximab,

Copyright © 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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fludarabine, mitoxanwrone, dexamethasone), rinximab—

bendamustine, and rinimab—clorambucile.

Clinical response was evaluared 1-2 months after the last
treatment course by physical examination and computed
tomography  or PET-computed twmography scans.
Responses were scored according to the revised
International Working Group Consensus as complete
response (CR), partial response (PR), stable disease (SD),
and progressive disease (PD), in which the category of
complete remissionfunconfirmed was removed [31,32].
According to the purpose of the analyses, patients were
grouped as ‘partial/nonresponders’ (including PR, SD
and PD) and ‘complete responders’ (CR).

The study complied with the Helsinki Declaration of
Human Rights, was approved by the respective hospital
ethics committees, and written informed consent was
obtained from all participants.

Polymorphism genotyping
Peripheral blood samples were collected and DNA was
extracted using the QIAamp DNA Mini Kir (cat
no. 51306) and the QIAcube auwmatic nucleic acid
extractor (Qiagen, Venlo, the Netherlands) according to
the purveyor’s instructions.

TRAJILRI/TRAIL genotypes were determined by fluor-
escence resonance energy transfer competitive allele-
specific PCR using the Kbioscience chemistry kit
{KBioscience Lud, Hertfordshire, UK) as described pre-
viously [24]. Following the manufacturers’ instructions,
PCR cvcling conditions, determined using a 7500F real-
time thermocycler (Applied Biosystems, Foster Ciry,
California, USA), were 15 min at 94°C, followed by a set
of 10 cycles (10 s at 94°C, 60 s at 61°C, dropping —0.6°C
per cycle achieving the annealing temperature 55°C) and
a second one of 26 cvcles (10s at M°C, and 60s at 35°C).

Statistical analysis

The Hardy-Weinberg equilibrium test and haplotype
analysis of TRAILRI polymorphisms were carried out using
the Shesis pladorm (depflanalysis.bio-x.cnfmyAnalysis.php).
The clinical charcteristcs and prognostic pammeters of
the study patients were represented as absolute value (%)
for categorcal variables and mean 5D or median (inter-
quartile range) for continuous variables, as appropriate.
Genotypes and allele frequencies are represented as %.
The Gaussian distribution of continuous variables was
tested graphically and using the Kolmogorov—Smirnov test.

A potential association of clinical characteristics, prog-
nostic pamameters, genotypes, and medical treatment
with the condition of ‘complete responder’ (as defined
above) was assessed using the y*-test or the Fisher exact
test for categorical variables, and the Student #~test or the
Mann—Whitney {/-test for contnuous varables as
appropriate.

We camied out nonadjusted binary logistic regression ana-
lyses w analyze the crude association of each of the variables
with the condition of *complete responder’. Varables con-
sidered as covarates in the entermethod multivariable
binary logistc regression model were those beyond the
rnge [odds ratio (OR): 0.66-1.50], imespective of the
P-value. We further selected those more relevant candidates
w construct a pasimonious model and avoid overfiung,
Results were expressed as OR and 95% confidence intervals
(CI). Calibradon of the model was assessed using the
Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit test and discrimination
of the model was evaluated using the C-stadstic. SPSS 20.0
statistical software package (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA) was used in the present investigation.

Results

Demographic and clinical features

The roml cohort included 126 FL patients. The mean
age of the patients at diagnosis was 56.1£15.1 years and
56.3% were men. Hemoglobin, lactate dehydrogenase,
and P2-microglobulin levels were normal in 706, 31.7,
and 18.3%, respectively. Most of patients had stages
M-IV (76.2%) and grades 1-2 (67.5%) at diagnosis. The
majority of patients had a good performance status
(Eastern Cooperative Oncology Group 01, 87.3%). Four
(3.2%) patients presented bulky disease. The demo-
graphic and general characteristics of the patients in this
study are summarized in Table 1.

CRs achieved were a CR in 91 (72.2%) patients, a PR in
30 (23.8%), an SD in four (3.2%), and a case with PD
(0.8%). On subgrouping as described above, 91 patients
were considered ‘complete responders’ and 35 as ‘partial/
nonresponders’. The baseline characterstics of the study
patients and their correlation with response are shown in
Table 1. No significant differences were observed for the
different baseline features between ‘complete respon-
ders’ and ‘pamial/nonresponders’, except for male sex
(P=0.012), which was associated with a worse ritcuximab
response (CR: 49.5% vs. PR/SD/PD: 74.3%) (Table 2).

In terms of the first-line treatment schemes, ricuximab was
administered in combinatdon with chemotherapy in 124
patients, most of them [95 (76.6%)] receiving R-CHOP-
type (67 R-CHOP; 26 R-COP; 2 R-CNOP); 21 (16.9%)
R-CHOP + R-type (14 R-CHOP 4+ R; 7 RCOP + R), three
(2.4%) nouximab—bendamustine, four (3.2%) R-FMC/R-
FMINWR-FC, and one (0.8% ) rituximab—clorambucile. Two
patients were treated with rituximab in monotherapy and
the average number of rimximab infusions administered
was 6.4+1.2

Genotype and allelic frequencies in the study patients

A pharmacogenetic study was carried out in 125 patients for
the TRAJLR{/TRAIL polymorphisms. The genorypes and
allelic frequencies for the study population are shown in
Table 2. Genotype frequency distributions were consistent
with  Hardy—Weinberg equilibium (P=0.211), and

Copyright © 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Table 2 Association between the TRAILRT polymorphism and
treatment response in follicular lymphoma patients

n (%)
Complete Partial/
Patients cohort  responders nonresponders  Paalue
TRAILR1 n=125 n=91 n=34 (27.2%)
rs20575 (72.8%)
Genotypa
cC 29 (23.2) 25 (275} 4 (118}
GC 55 (44.0) 38 (418) 17 (50,0}
GG 41 (32.8) 28 (30.8) 13 (38.2) 0179
Genotype (dominant model)
cc 29 (23.2) 256 (275) 4 (118
GCIGG 96 (76.8) 66 (72.5) 30 (88.2) 0084
Allele
[ 113 (45.2) BE (48.4) 25 (36.E)
G 137 (54.8) 94 (51.8) 43 (B3.2) o101
TRAILR1A n=121 n=88 n=35 (28.9%)
rs20578 (71.1%)
Genotypa
AA 67 (55.4) 47 (54.7) 20 (57.1)
CA 46 (38.0) 34 (395) 12 (34.3)
cc B (B6) 5(5.8) 3(86) 0.781
Genotype (dominant madel)
AL 67 (55.4) A7 (54.7) 20 (571}
calCC 54 (44.6) 39 (45.3) 15 (42.9) 0803
Allele
A 180 (74.4) 128 (74.4) 52 (74.3)
c 62 (25.6) 44 (258) 18 (25.7) 0983
TRAILR1A n=1256 n=81 n=234 (27.2%)
rs2230229 (72.8%)
Genotypa
AR 84 (75.2) 65 (71.4) 29 (86.3)
GA 27 (21.8) 23 (25.3) 4118}
[eTe] 4 (32) 3(23) 1028} 0.255
Genotype (dominant madel)
AA 94 (75.2) 65 (71.4) 29 (85.3)
GAIGE 31 (24.8) 26 (28.6) 5(14.7) o110
Allele
A 215 (86.0) 153 (B4.1) 62 (91.2)
G 35 (14.0) 29 (159) 6 (8.8) 0149
TRAIL n=125 n=80 n=35 (28.0%)
rs12488654 (72.0%)
Genotypa
AR 2 (18) 2(232) -
GA 34 (273} 26 (28.8) B (228)
GG 89 (71.2) 62 (689) 27 (77.1) 0508
Genotypa (dominant madel)
GG BS (71.2) 62 (GBS 27 (771}
AAIGA 36 (28.8) 28 (31.1) 8 (229) 0380
Allele
A 38 (15.2) 30(187) B(11.4)
G 212 (B4.8) 150 (83.3) 62 (BE.E) 0300

genotvpe and allelic frequencies were similar w those
published in previous studies including White (European)
populations [rs20575: CC, 20.0%; GC, 41.7%; GG, 38.3%
(C, 408%:; G, 539.2%)) (herp:f . nobinlm.nib govfprojects|
SNP) and in a control group (age+SD: 54+ 84, 534%
women) of the same ethnicity and geographical area as the
patients (CC, 26.2%:; GC, 47.1%; GG, 26.7%) [23).

Clinical response to induction therapy according to
TRAILR1/TRAIL polymorphisms

As shown in Table 2, no significant differences were
observed between the ‘complete responders’ and the
‘partial/nonresponders’ groups according to the TRAILRY
520575 genotype distribution following a co-dominant
model. Nevertheless, the GC/GG association was more
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frequent in ‘pamialnonresponders’ (88.2%) than in the
‘complete responders’ (72.3%) group; this difference showed
a wend toward stadstical significance (P=0.064). When only
R-CHOP padents were considered (#=95), similar results
were found (TRAILRI 20575 GO/GG: 840 vs. 73.9%,
P=0.232; FASL 763110 TC/TT: 923 ws.  63.8%,
P=0.004). For the rest of the TRAILRI/TRAIL polymorph-
isms, no significant associations with response were found
(Table 2). TRAILRI haplotype analysis showed a grade of
linkage disequilibrium berween rs20575 and 20576 (D"
0.73; Supplementary Fig. S1, Supplemental digital content 1,
harpfflinks fww.com{FPCB132). Not surprisingly, the haplo-
types including the A—G alleles for rs20576 and rs20575,
respectively, were the only ones that showed a significanc
associadon  with response (Pearson’s P=0.0172 and
0.0367; Supplementary Table S1, Supplemental digital
content 2, dup:fflinks.fww.com{FPC/B133). Given these two
findings, only rs20575 was considered for subsequent
analyses.

Table 3 shows the demographic and general characteristcs
according to the genorvpe disaibudon for rs20575 of the
study patients. No significant differences were observed in
the baseline feamires between genotypes dismibution, except
for more frequent radiotherapy before chemotherapy in
1520575 GG padents (P=0.028), although this significance
was lost when grouping CC versus CG/GG (P=0402). The
distnbution of genotypes for these two polymorphisms was
similar among  padents weated with R-CHOP-type
(scheme 1), R-CHOP + R-type (scheme 2), and another
group that included rivuximab-bendamustne, R-FMC/R-
FMDYR-FC, nmximab—cloambucile, and nmximab in
monotherapy (scheme 3) (P=0.301 for rs20575; P=0.838 for
rs763110). Figure 1 shows the genotype dismbudons
according to the response grade. Patients with a complete
response showed more frequendy TRAILRI CC than GC or
GG genotypes (70,0, 45.5, and 44.6%, respectvely).

Multivariate lysis between b line characteristics,
TRAILR1 and FASL polymorphisms and treatment
response

Table 4 shows the results of a nonadjusted binary logistic
regression analyses of the variables associated with the
condition of a ‘complete responder’. Female sex, stages
I-II, CC genotvpe of the TRAILRI polymorphism, and
the CC genotype of the FASL polymorphism were the
significant predictor variables chosen to constuct the
multivariable binary logistic regression model (Table 5).
In this analysis, we found that female sex (OR=10.355,
95% CI: 0.137-0.922, P=0.033) and the presence of the
CC  genowype in rs20575 (OR=0.162, 95% CI:
0.035-0.757, P=10.021) were independent predictors of a
CR. Neither stage [-I1 (OR=0.364, 95% CI: 0.094-1.415,
P=0.145) nor the CC genotype in rs763110 (OR=10.3%4,
953% CI: 0.130-1.197, P=0.101) were predictors of
response. This final model showed a good calibration with
a HosmerLemeshow goodness-of-fit test y° of 5.719
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Table 3 Baseline characteristics according to the TRAILRT
polymorphism of follicular lymphoma patients

TRAILR 1 rs20575 [n (%)]

CC (n=129) GC (n=55) GG (n=41) Pwalue

Giroups of age

<60 yoars 18 (65.5) 29 (52.7) 25 (61.0)

> B0 years 10 (345) 26 (47.3) 16 (39.0) 0.486
Male sex 17 (588) 30 (545) 23 (56.1) 0.938
Parformance status (ECOG)

0-1 24 (82.8) 50 (90.9) 36 (B78)

=2 4 (13.8) 4 (7.3) 3 (7.3)

Unknown 1(35) 1018 2 (4.9) 0.551
LDH

Blevated 21 (724) 33 (B0.0} 24 (58.5)

Nomal 7 (24.1) 20 (36.4) 13 (31.7)

Unknown 1 (3.4) 2 (3.8 4 (8.8) 0.508
[i2-Microglobulina

Blevated 21 (724) 38 (69.1) 28 (68.3)

Normal 5 (17.2) 11 (200} 7 (17.1)

Unknown 3(10.3) 6 (108) 6 (14.6) 0.936
Hemoglobin < 12 mg/dl

Yes 10 (34.5) 10 (18.2) 12 (29.3)

No 18 (62.1) 44 (B0.0) 27 (66.9)

Unknown 1(3.5) 1(1.8) 2 (4.9) 0.187
Bone mamow invalvement

Yes 15 (51.7) 24 (436} 24 (58.5)

Mo 10 (345) 26 (47.3) 15 (36.6)

Unknown 4 (13.8) 5(9.1) 2 (4.9) 0.384
Stages

=i 4 (13.8) 12 (21.8) & (14.6)

Hii-1v 23 (78.3) 41 (74.5) 32 (78.0)

Unknown 2 (6.9) 2 (3.8 3 (7.3} 0.599
Histological grades

1-2 18 (B2.1) 39 (70.9) 27 (65.9)

3 & (20.7) 9 (16.4) g (22.0)

Unknown 5 (17.2) 7 (12.7) 5 (12.2) 0.740
B-symptoms

‘fas 8 (276) 5 (9.1) 7 (171)

No 19 (65.5) 48 (B7.3) 31 (75.8)

Unknown 2 (6.9) 2 (36) 3 (73) 0.072
FLIA

Low 8 (31.0) 22 (400) 10 (24.4)

Intermediate 6 (20.7) 16 (28.1) 14 (24.1)

High 11 (379) 14 (255) 13 (31.7)

Unknown 3(10.3) 3(55) 4 (9.8) 0.432
Radiotherapy before chematherapy

Yes 2 (6.9) 3 (5.5) 9 (22.0)

No 27 (83.1) 52 (94.5) 32 (78.0) 0.028
Number of ntuximab doses

<6 22 (75.9) 37 (67.3) 26 (70.7)

=6 7 (24.1) 18 (32.7) 12 (29.3) 0.713
Chemotherapy schemes

Schame 1 22 (75.8) 38 (89.1) 34 (82.9)

Scheme 2 6 (20.7) 12 (21.8) 3 (7.3)

Scheme 3 1(3.4) 5 (9.1) 4 (9.8) 0.30

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; FUPIL Foliculer Lymphoma
Intemational Prognostic Index; LDH, lactate dehydrogenase; LDH elevated,
= 246 Uliml; [i2-microglobulin elevated, = 1.8 pg/mi; scheme 1 includes R-CHOP-
type; scheme 2 includes R-CHOP + R-type; scheme 3 includes ancther group of
schemes (R-FMC/R-FOMRFC, bandamusting, rity b ucile,
and riwamab in monotherepy).

(df=6, P=0435), as well as good discrimination
(C-statistic=10.739, 95% CI: 0.636-0.842).

Discussion

The interindividual variability in ricuximab response may
be associated with the presence of functional gene
polymorphisms related to mechanisms of acdon of
treatment [33]. Apoptosis is a physiological process of cell
death characterized and, at the molecular level, it can be

Fig. 1

@ Partial/non-responders

B Complete responders

TRAILR1rs20575

Percentage of patients

= GC a6
Genotypes

Genotype distribution for TRAILRT rs20575 in the study patients
according to the response grade.

triggered through the extrinsic pathway that is mediated
by death receptors and their ligands [34], including FAS
and TRAILR1. However, during cancer development,
this mechanism can be altered, suppornting tumor pro-
gression and resistance to cancer therapies [35].
Monoclonal antibodies may contribute toward rarget
cancer cells and subsequent killing by proapoptotic
mechanisms [36]. In fact, Cartron & &/l [18] found, by
studying 49 patients with FL, that a polymorphism in
FCGR3A, a gene associated with the induction of
antibody-dependent cellular cytotoxicity and apoprosis,
was associated with clinical and molecular responses to
ricuximab. In this line, it has been shown that the ligation
of the Fe part of an antibody to the Fe recepror (such as
the FCGR3A product) presented on human NK cells
stimulates the expression of FASL on NK cells, facil-
itating killing of FAS-bearing cancer cells. Furthermore,
the interaction of FASL on the Fe receprorstimulated
NK cells with their FAS receprors can result in apoptosis
of the NK cells, which critically influences the capacity of
these cells to mediate paracrine and autocrine cell death
[37]. In fact recently, we found that a polymorphism in
FASL was associated with rituximab response in FL [29].
Here, we show, in the same series, how the presence of a
certain polymorphic allele in the TRAMLRY gene, as long
as FASL 15763110, is independently related to an
improved response to ricuximab in a series of first line-
treated FL patients. To the best of our knowledge, this is
the first study dealing with polymorphisms in genes
coding for DRs and the response to rituximab treatment.
For the rest of the TRAILR! polymorphisms, no sig-
nificant association with response was found. This find-
ing does not rule out the possible relationships of these
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Table 4 Unadjusted binary logistic regression for treatment
response considering baseline features and TRAILRT and FASL
polymorphisms
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Table 5 Predictors of clinical response to rituximab by means of an
enter-method multivariable binary logistic regression model

Adjusted odds
Variabies OR 25% Cl Pvalue  Varishles ratio 95% Gl Pvalues
Age (260 years) 0636 0.283-1.432 0.275 Famals sax 0.385 0137-0.822 0033
Mse sex 2853 1.247-6.004 004 Stage |-l 0.364 0.094-1415 0145
F'eéfr.q"mm status (ECOG) , TRAILRT 120575, CC 0.182 0035-0.757 0,021
g - - genotype
22 1333 0.374-4.75 0657 FASL rs783110, CC genatype 0.394 0.130-1.187 0101
LDH slevated 1018 0.435-2.352 0.068
f-Microglobulin elevated 1885 0.583-6.085 0.280 Hosmer—Lemeshow goodness-of-fit test: ; =5.718, df =6, P=0.455.
Hemogiabin < 12mg/d 1.740 0.738-4.102 0.205 CotetetionD 738, S5t 1. D.B36-0 845
Bone marow involvement 0684 0.209-1565 0.368 Ol e e E Py
Stages , confidence intenals; d.f, degrees of freedom.
11 1 - -
-V 1850 0579-5.967 0.208
Hi‘:ﬂgdw gades , Despite the increase in survival following ritcuximab use,
3 0088 0.965-2676 o081 FL is still a disease without a cure [39,40]. Thus, several
;v_!la;‘emof Bsymptoms 2007 0.740-5.438 0.171 clinical and biology features have been explored as
acore . .
Low h _ _ prognostic parameters [3,41]. In our pharmacogenetic
Interme ciate 1.368 0.484-3.864 0.555 study, we have evaluated several clinical features avail-
High 1.778 0657-4.800 0.257 . L .
Radiotherapy befors chemotheragy 2147 08876711 0189 able that seem to influence rituximab response. FLIPI is
Number of riuxinab doses a prognostic index that predicts survival in FL patients.
<6 1 - - a . . . .
Te 1148 04822671 P Lymphoma stage is p:trt of this score, and patients mt‘h
Chematherany schemes advanced stage (III/IV) tend w have a worse prognosis
Scheme 1 1 - - -
. - il -
Sctme 2 0829 09762493 o739 tha{l those with early stages‘(UII) I-'L,']. Consequently,
Scheme 3 1780 0.462-8.778 0,405 patients from our study with IV stages showed
TRAILRI 1520675 ,
e s _ B lower CRs.
GC 2796 0.842-0.287 0.003 . . .
GG 2002 083710084 0,003 However, sex is not a parameter considered in the FLIPI,
TRAILR1 1520575 , but has traditionally been considered a prognostic factor
GGG 2841 0.908-8.885 0.073 in FL. [4344], with male sex found to be an adverse
TRAILR1 1320576 prognostic factor both in FL and in diffuse large B-cell
AA 1 - - L . .
cA 0828 03581923 0663 lymphoma when rituximab was introduced in therapy
cc 1410 0.307-6.473 0.650 [45,46]. In additon, it has been shown that women
mﬂ"m 1220576 T ~ _ responded better to FL. and diffuse large B-cell lyvm-
CACC 0804 0.400-1.007 0,603 phoma treamments than men despite presenting similar
mﬂ"m 22230229 T ~ _ associated-risk factors [47—49]. Accordingly, a strong
GA 0300 0.124-1.220 o108 association with a PR was found for the male sex in our
GG 0747 0075-7.480 0.804 P
TRALRY 122990228 ‘cohmt. This n:!lffe!'ence could be be‘cause of the fact thaF.
AA 1 - - in pharmacokinetic terms, the rituximab clearance rate is
GAIGG 0431 0150-1.235 on? : : P .
TRAL 112488854 higher in men than in women [50,51].
AA . Lo
GA Mot appiicable In terms of the pharmacogenedc study, our resuls indi-
m?nﬁ B cate that FL. patents with the G-allele in TRAJLRI
s - .
- - 1520575 and the T-allele in FASL rs resent a
e , 20575 and the T-allele in FASL rs763110 t
GAIAA 0656 0.265-1.624 0362 worse response to rituximab treatment in first line.
FASL 12763110 .
P : - - Moreover, the TRAILRI, but not FASL, polymorphism
T 3235 1.114-9.390 0.031 was associated with response in the multivariable binary
L 2657 0693-10.190 0.154 . . L :
FASL ra765110 logistc regression model, where known predicrive factors
1 - - such as sex and stage were also significant (Table 5). This
TCT 3100 1.004-8.782 0.033

[i2-Microglobulin elevated, = 1.8ugiml; Cl, confidence intervals; ECOG, Eastem
Cooperative Oncology Group; FLIFI, Folicular Lymphoma Intemational
Prognostic Index; LDH, lactate dehydrogenase; LDH elevated, > 246 Ulml; OR,
odds ratio; scheme 1 includes R-CHOP-type; scheme 2 includes R-CHOP + R-
type; scheme 3 incudes another group of schemes (R-FMC/R-FDM/R-FC,
rituximab ~bendamustine, it b and it b in ).

single nucleotide polvmorphisms with response when
using ricuximab as a single agent as has been shown for
the FCGR3A polymorphism [38].

finding might be because of the associaton observed
previously between FASL rs763110 and the FL histolo-
gical grade [39] that could relate this polymorphism with
disease severity in addition to anti-CD20 response. In
contrast, the implication of the TRAILRI rs20575 poly-
morphism, which resuls in a substitution of an arginine
for threonine, would be merely related to rituximab’s
mechanism of action.

An important limitation of our work is the limited sample
size; thus, larger and independent confirmatory studies
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are needed. As the polymorphism has never been smdied
before, the estimation of statistical power was not possi-
ble. In addition, although all padents were treated with
rituximab, there is a grade of heterogeneity in the
schemes in which rituximab was included. Nevertheless,
this issue does not seem to constitute a bias as there were
no significant differences berween the antineoplastic
schemes applied or the treatment response with the
genotype distributions and, when restricting the analysis
to R-CHOP patients, the genotype disributions between
CRs and partial/nonresponders were similar to those
obtained for the entire series. In addition, the rationale
for the associations found is supported by previous works.

Some in-vivo studies have reported that rituximab
interferes in the FAS/FASL and TRAIL/TRAILRI1
systems, sensitizing B-NHL tumor cell lines o FASL
[52,53] and TRAIL-induced apoptosis [54.55], and on
the basis of the crystal structure of TRAILRZ and its
homology with TRAILR1, TRAILRI 1520575 poly-
morphisms have the potential to influence TRAIL
binding to TRAILR1, thus affecting triggering of apop-
tosis [56]. Previous studies by our group showed that the
CC genotype TRAILRY 1520575 was also associated with
a bewer response in a different setting; thatis rheumaroid
arthritis patients treated with monoclonal antibodies tar-
geting tumor necrosis factor [24]. Furthermore, rituximab
has also been approved in the teatment of rheumatoid
arthritis as a second-line option [57].

Our results are of interest not only in the context of
rituximab sole response, but also when combining
rituximab with other monoclonal andbodies wmrgeting
TRAIL/TRAILR1 and FAS/FASL. systems. For
instance, it has been shown that mapatumumab, an
agonist antibody that binds TRAILR1, triggers apoptosis
by activating the innate immune response and sensitizing
lymphoma B-ells. Moreover, the combination of mapa-
tumumab with rituximab proved w be more efficient in
arresting growth in lymphoma cells than either mono-
clonal antibody alone [58].

In summary, this is the first study analyzing and reporting
that the a DR polymorphism is associated with ricuximab
response in FL, along with sex and stage. Patients with
CC genotypes at 1520575 and rs763110 single nucleotide
polymorphisms are better responders to rituximab ther-
apy and this information should be rtaken into account
when optmizing the use of anti-CD20 therapy.
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Articulo 2

CORRESPONDENCE

A polymorphism in FASL is associated with rituximab response in
follicular lymphoma patients

To the Editor: Follicular lymphoma (FL) is an incurable non-Hodgkin lymphoma (NHL),
characterized by a typically indolent dinical course presenting multiple episodes of
relapse [1]. Despite the fact that rituximab in combination with chemotherapy has proven
to increase L. progression free and averall survival, there is considerable inter-individual
variability in the clinical response to this anti-CD20 monodonal antibody (MAb) [2].
Apoptosis induction seems to be a process invalved in the mechanism of action of MAbs
[2—4] and several studies have reported the assodiation of polymorphisms in genes coding
for apoptotic extrinsic pathway proteins, such as death receptors and their ligands, with
susceptibility to lymphomas or immunotherapy response [5,6]. However, there are no
studies analyzing the rdationship between polymorphisms in genes coding for extrinsic
apoptosis inducers and rituximab response.

In this work, we aimed to study whether rs763110 (—844C = T) FASL polymorphism,
located in a putative binding domain for a transcription factor [3], might influence the rituxi-
mab response in FL patients after first-line treatment. The cohort included 126 FL patients
recruited between January 2002 and May 2014 from the Hematalogy outpatient dinics from
three hospitals from Southeast of Spain. The study was approved by the respective hospital
ethics committees. All patients were treated with rituximab alone or in combination with the
following first line schemes: R-CHOP- qrpc (rituximab, cydophosphamide, with or without
dni R-CHOP + R-type (rituximab, grclo-
phosphamide, with or without d.ummhmn vincristine, pw:dnsum:and two additional infu-

doxorubicin or mi v

sions of rituximah), R-FMC (rituximab, fludambi cydophasphamide), B-EC
(rituximab, fludarabine, cyclophosphamide), R-FMD) (rituximab, fludarabine, mi
i hasane), rituximab- bendamustine, and rituximab clorambucile. Clinical respo

evaluated 1-2 months after the last trestment course by means of physical examination and
computed tomography (CT) or positron emisson tomography (PET)-CT scans. Responses

were scored according to the International Warking Group Consensus Hevised as complete
response (CR), partial response (PR), stable disease (SD), and progressive disease (PD). With
the purpase of the analyss, patients grouped as “partial ders” (including PR,
5D,and PD) and " complete respanders” (CR).

Peripheral blood samples were callected and DNA was extracted using the QLAamp
DMNA Mini Kit and the QlAcube awomatic nucleic add extractor (Qiagen, Venlo, the
Netherlands) according to the purveyor's instructions. FASL rs763110 genotypes were
determined by fluorescence resonance energy transfer competitive allele-specific PCR
using the Kbioscience chemistry kit (Hertfordshire, UK).

Basdine characteristics of the study patients and their correlation with response are
shown in Supporting Information 1. Median age at diagnosis was 56.1 £ 15.1 years and
56.3% were male patients. lactate dehydrogenase, p2-microglobulin (B2M), and hemo-
globin levels were normal in 31.7%, 18.3%, and 70.6%, respectively. Most of patients had
stage [I-IV (762%) and grade 1-2 (67.5%) at diagnosis. The average number of rituxi-
mab infusions administered was 6.4 * 1.2. Clinical responses achieved were a CR in 91
patients (72.2%) PR in 30 (238%), 5D in 4 (3.2%),and 1 in PD (0.8%). Subgrouped as
described above, 91 patients were considered “complete responders” and 35 “partial/non-
responders” Mo significant differences were observed for the basdine features between
“complete responders” and “partial non-responders,” except for male gender which was
associated with a worse rituximab response (P=0012).

Genotype frequencies fulfil Hardy-Weinberg disequilibrium and were similar to those
found in public databases and prior studies on Caucasian population (httpy fwww.nchi.
nim.nih gov/projects/SNP) [3]. Mo significant differences between the antincoplastic
schemes applied and the treatment response or the genotype distributions were observed
{Supparting Informatian 1, Table 1.

Patients with complete response were more frequently FASL CC than TC or TT car-
riers (70.5%, 424%, 47.4%, respedtivdy). TC/TI genotypes were mare often found in
“partial/ non-responders” (85.7%) than in “complete responders” (65.9% ) reaching statisti-
al significance (P=0.028) (Table I). When only R-CHOP patients were considered
(n = 95) similar results were stil found (TCTT: 92.3% vs, 63.8%, P=0.004).

Supparting Information 2 shows the result of a non-adjusted hinary logistic regression
analysis. Variables considered as covariates in the enter-method multivariable binary
logistic regression modd were those outside the range (odds ratio (ORS) 066-1.50), irre-
spective of the P-value. We further selected those more relevant candidates to construct a
parsimonious model and avoid overfitting. The variables female gender, stage 1I-1V, de-
vated B2M, and FASL rs763110 T allele were the significant predictor varishles chosen to
carry out the multivariable binary logistic regression model associated with the condition
of “complete responder” We found that female gender (OR = 0,202, CI 95% 0.066-0623,
P=0005) and T allde in rs763110 (OR = 5321, IC 95% 1.357-20.860, P=10.016) were
independent predictars of response. Meither stage -1V (OR=2205, Cl 95% 0.600-
8107, P=0.234) nor B2M clevated (OR = 2990, CI 95% 0.719-12.269, P=10.128) were
predictors of response. This final model showed a good calibration with a Hosmer-Leme-
show goodness-of-fit test chi-square of 2905 (6 degrees of freedom, P=0.821), as well as
good discrimination (C statistic = 0.768, CI 95% 0.661-0.876).

In our pharmacogenetic study we have evaluated several clinical features available that
seem to influence rituximab response. FLIPI is a prognostic index which predicts survival
in FL patients lymphoma stage being part of this score whereas gender and p2M are not
included although have traditionally been regarded as prognostic factors in FL [1]. Our
results indicate that FL patients carrying the FASL rs763110 T allele were associated with
poarer response even after a multivariate analysis. Interestingly, the —844C allele showed
increased FASL expression compared to the —844T [3]. Moreover, some in vivo studies
have reported that rituximab interferes in the FAS/FASL system, sensitizing B-NHL
tumor cell lines to FASL [4]. On note, FASL rs763110 T allele was previously assodiated
with poorer response to a MAb in a different setting; ie., anti-TNF IgG infliimab in
Crohn's disease [3] thus highlighting the concept of a common mechanism of action for
Mbs regardless their target molecule.

This is the first study ing that ap

-phism in an extrinsic apoptosis gene is assodi-
ated with rituximab rcspun.u‘ in FL, along with gender, stage, and P2ZM. Patients with CC
rs763110 paly are better responders tori bthempy and thisi might

be taken into account when optimizing the use of anti-CD20 therapy.
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TABLE |. Baseline Characteristics According to FASL Polymorphism of Follicular Lymphoma Patients

// FASL rsTG3110 \\

CC, n =36 (28.6%) TC, n=T0 (55.6%) TT, n=20 (159%) P value

Groups of age

<60 years, n (%) 20 (556) 43 (61.4) 10 (50.0)

=60 years, n (%) 16 (44.4) 27 (38.6) 10 (50.0) 0.622
Male gender, n (%) 19 (52.8) 39 (55.7) 13 (65.0) 0.668
Performance status (ECOG)

0-1,n (%) 30 (83.3) 62 (B8.6) 18 (90.0) 0.547

=2,n (%) 5 (13.9) 5(7.) 2 (10.0)

Unknown, n (%) 1(28) 3(43) -
LDH

Elevated, n (%) 25 (69.4) 42 (60.0) 12 (60.0)

Normal, n (%) 9 (25.0) 24 (343 7 (35.0

Unknown, n (%) 2 (5.8) 4(57) 1(5.0) 0.580
B2-microglobulina

Elevated, n (3) 26 (72.2) 47 (67.1) 15 (75.0)

Normal, n (%) 5 (13.9) 15 (21.4) 3 (15.0)

Unknown, n (%) 5 (13.9) & (1.4) 2 (10.0) 0.597
Haemoglobin <12 mg/dL

Yes, n (%) 6 (16.7) 20 (28.8) 7 (35.0)

No, n (%) 29 (80.6) 48 (68.6) 12 (60.0)

Unknown, n (%) 1(2.8) 2 (29 1(5.0) 0.240
Bone marrow involvement

Yes, n (%) 18 (50.0) 37 (52.9) 8 (40.0)

No, n (%) 11 (30.6) 30 (42.9) 10 (50.0)

Unknown, n (%) 7 (194) 3143 2 (0.0) 0.498
Stage

1=, 0 (%) 6 (16.7) 10 (14.3) 7 (35.0)

=1V, n (%) 29 (80.6) 54 (T7.1) 13 (65.0)

Unknown, n (%) 1(28) 6 (8.6) - 0.148
Histological grade

1-2, n (%) 28(77.8) 46 (65.7) 11 (55.0)

3.n (%) 2 (5.6) 16 (22.9) 6 (30.0)

Unknown, n (2) 6 (16.7) 8 (1.4) 3 (15.0) 0.041
B symptoms

Yes, n (%) 5(13.9) 1 057) 5(25.0)

No, n (%) 30 (83.3) 53 (75.7) 15 (75.0)

Unknown, n (%) 1(28) 6 (85) - 0.599
FLIPI

Low, n (%) 13 (36.1) 21 (30.0) 7 (35.0

Inter mediate, n (%) 10 (27.8) 22 (31.4) 4 (20.0)

High, n (%) 10 (27.8) 21 (30.0) 8 (40.0)

Unknown, n (%) 3(8.3 6 (8.6) 1(5.0) 0.799
Radiotherapy before of chemotherapy

Yes, n (%) 2 (5.6) 8 (1.4) 4 (20.0)

No, n (%) 34 (944) 62 (B88.6) 16 (80.0) 0.255
Number of rituximab doses

= 6,n (%) 24 (B6T) 53 (75.7) 12 (60.0)

= 6, n (%) 12 (33.3) 17 (24.3) 8 (40.0) 0.327
Chemotherapy schemes

Scheme 1, n (%) 27 (75.0) 54 (77.1) 14 (70.0)

Scheme 2, n (%) 6 (16.7) 10 (14.3) 5 (25.0)

Scheme 3, n (%) 383 6 (8.6) 1(5.0) 0.838
Rituximab response

CR 31 (340) 46 (50.5) 14 (15.4)

\PRINR 5(14.3) 24 (68.6) 6 (17.1) 0.028;)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FLIPE Follicular Lymphoma International Prognostic Index; LDH: lactate dehydrogenase; LDH elevated: =246
UlfmL; B2-microglobulin elevated: >1.8 pg/mL; Scheme 1 includes R-CHOP-type; Scheme 2 includes R-CHOP + R-type; scheme 3 includes another group of
schemes (R-FMC/R-FDM/R-FC, rituximab-bendamustine, rituximab-clorambucile and rituximab in monotherapy); CR: Complete responders; PR/NR: Partial/
Non-responders.
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Anexo 1. Consentimiento informado

&
IMI oS! BIOBANC-MUR =2/ —
- A SR Biob Red de laRegion de Murci
fottuto Mrcenode | obancoenReddelaRegiondelurcla  CARIAGENA

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital General Universitario Santa Lucia, igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la asistencia a los
pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de esta investigacion es progresar en el conocimiento de las
enfermedades y en su prevencion, diagnéstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacién biomédica requiere
recoger datos clinicos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y obtener conclusiones con
el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también utiles y necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los tltimos anos en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area II del hospital el material biolégico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van a
realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacién biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta

:Qué es un biobanco?: Institucién para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigaciéon biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervisién
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederan generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacion biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacion fuera de Espaiia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacion espanola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras biolégicas e informacién asociada: En ningiin caso se le practicardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencién médica.

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biolégicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacion asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area II del Hospital General Universitario Santa Lucia hasta su
extincion. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigaciéon Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III con la referencia RD09/0076/00065, y esta en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biolégicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacion anteriormente referida y los c6digos de conducta aprobados
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por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras debera disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacion (CEI) competente, que velara para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademas, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se realizaran estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacion acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccién de esta informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacion del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucion sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracion. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su
consentimiento.

Proteccién de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de caracter personal.

La identificacién de las muestras biologicas del Biobanco sera sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un c6digo de identificacion, que sera el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados cédigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ninglin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacion realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no sera facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente ttiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero : Fundacién para la Formacién e Investigacién Sanitarias de la Region de Murcia.
Direccién Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y objecion, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacion para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Caracter altruista de la donacién. La cesion de muestras biologicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital General Universitario Santa Lucia es gratuita.

La donacién tiene por disposicion legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningin
beneficio econémico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
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gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

Participacién voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacion es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacion del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras biolégicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacion entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras bioldgicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelaciéon o anonimizacion no se podrian extender a la investigacién que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacién: se le proporcionard informacion si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacién.

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la préctica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le seran comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacion
relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacion, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacion sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacién con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante)........coeecceesvvmnenrccine s Persona del centro que informa

Edad: Sexo: DN s 1211 R,

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biolégico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacion biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion
competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biolgico sobrante de las pruebas que se
le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur
Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de Ilevar a cabo proyectos de investigacién biomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion competente. Esta
autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacion adjunta.

ast ONO

2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para

su salud o la de su familia as1 ONo Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas adicionales
asi ONO Teléfono o E-mail de contacto: .......ccocvvvvvvvcvvciceicssiininnns

4, He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

) Bot Btbmncey 4

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
Red Nacional de Biobancos - ISCIII




CAPITULO X: ANEXOS 271

3 BIOBANC-MUR fu.e...w

IMIE <o .
My - BiobancoenRed de laRegion de Murcia
Jovestigacion Biosantari CARTAGENA

CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLiNICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante) ... Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DN 0131 E S
Nombre y apellidos del testigo que firma DN s

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biologico sobrante de las pruebas que se
le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el Biobanc-Mur
Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion biomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente. Esta
autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

ast aNo

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto.........ccveveniincrinsinens
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

st anNo Teléfono o E-mail de contacto: ......oovevnrivcievnnniininenns

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)...........ceeeeveeeveveeeueinesueneeienns Persona del centro que informa
Edad: Sexo: 1], | CHU—————— 1.1 /R
Nombre y apellidos del tutor legal que firma DNI....

Relaciéon con el donante:...

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area Il en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que el material biolégico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area II, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacion biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién
competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual debera estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

sl ONOo

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para

su salud o la de su familia asrt ONOo Teléfono o E-mail de contacto...

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas adicionales
asr1 ONo Teléfono o E-mail de contacto:

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
) [0 ¢ (R e (N, - OO— (3 [ 3——
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

Yo, D./Dia. con DNI .........c.ecceeeeveeueneeeen. @anulo el consentimiento

prestado en fecha de. de 20.......... y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-

Mur Nodo Area Il, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
[ SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a.......de de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Diia. conDNI ........c.ccoeeieeeinninnncennnen, Como representante legal de
D /DN, ,con DNIL..........ccccevmueneenenr, @anulo el consentimiento prestado en
fecha de de 20......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area Il

, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.
Fdo.:

En a......de. de 20.........
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