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Introduccion.

. INTRODUCCION.

1. Leucemia linfatica crénica: caracteristicas bioldgicas y clinicas.

La leucemia linfatica crénica (LLC) es la leucemia mas frecuente en la edad adulta
en los paises occidentales. La mediana de edad al diagnéstico es de 72 afos y
predomina en los hombres, con una ratio hombre:mujer de alrededor de 1,5. Su tasa
de incidencia es de alrededor de 5 casos por 100.000 habitantes por afo, y se
incrementa con la edad hasta los 12,8 casos por 100.000 habitantes por afio a los 65
afnos.(1-3) En los Estados Unidos, datos procedentes del SEER (Surveillance
Epidemiology and End Results) y del NCHS (National Centre for Health Statistics)
indican una incidencia ajustada a la edad de 4,2 por 100.000 habitantes por afio, 5,8

por 100.000 hombres por afio y 3 por 100.000 mujeres por aino.(4)

> 80 afios <60 afos

70 - 79 aios 60 - 69 afios

Figura 1. Distribucion de la incidencia de la LLC segun la edad al diagnostico.
“Surveillance, Epidemiology, and End Results Program” del “US National Cancer
Institute” REPORT 2004 (www.seer.cancer.gov).



La LLC se caracteriza por la acumulacion vy proliferacién de linfocitos clonales B
maduros CD5 positivos en la sangre, médula 6sea, y ganglios linfaticos. Actualmente
la mayoria de pacientes con LLC se diagnostican por el hallazgo incidental de un
recuento linfocitario elevado. La mediana de supervivencia de los pacientes es de
alrededor de 10 afos aunque su curso clinico es heterogéneo; mientras que algunos
pacientes presentan una evolucién indolente con una larga supervivencia, otros
progresan de forma precoz y fallecen por causas relacionadas con la enfermedad.(5-7)
En la poblacion sana se pueden identificar pequefas poblaciones clonales u
oligoclonales de linfocitos B con fenotipo de LLC. Esta situacion, definida como
linfocitosis B monoclonal, precederia a la LLC y se puede hallar hasta en el 3,5% de

los individuos mayores de 40 afios de edad.(8, 9)
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1.1. Biologia de la leucemia linfatica crénica

La Leucemia linfatica crénica es una neoplasia linfoide B madura con una
patogenia todavia no bien conocida. No se conoce con exactitud cual es el origen de la
célula tumoral ni los mecanismos involucrados en su transformaciéon neoplasica.
Ademas, cabe destacar que en el desarrollo de esta enfermedad juegan un papel
importante no sélo eventos de la propia célula tumoral, genéticos y epigenéticos, sino
también factores externos a ella, como los estimulos antigénicos y el microambiente

celular no tumoral.



1.1.1. Origen celular de la leucemia linfatica crénica

En oncologia, y particularmente en la hematologia oncolégica, determinar la
contrapartida “normal” de la célula neoplasica es una condicidbn importante para
conocer su biologia y los mecanismos implicados en la transformacion de la misma.
En la LLC todavia no se conoce con certeza cual seria la contrapartida “normal” de la
cual procede la célula leucémica. Durante los ultimos afios se han propuesto diversos
candidatos que han ido cambiando a medida que, gracias fundamentalmente a los
avances tecnolégicos, se ha ido obteniendo un conocimiento mas preciso de la

biologia de la LLC.

La primera hipotesis, formulada a partir del estudio de la expresion de
antigenos de la superficie celular apuntaba como contrapartida normal de la LLC a la
poblacion linfoide B del manto folicular, debido en gran medida a que ambos tipos
celulares expresan el antigeno CD5. Este antigeno que se expresa de forma frecuente
en los linfocitos T, se encuentra normalmente ausente en la gran mayoria de linfocitos
B. Sin embargo, el descubrimiento de que aproximadamente la mitad de los casos de
LLC presentan mutaciones somaticas en los genes de las regiones variables de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (/IGHV) puso en duda esta hipotesis. La
hipermutacion de los genes de las IGHV supone que estos casos probablemente han
pasado por la reaccion del centro germinal.(10) Ademas, la deteccién de mutaciones
de BCL6 en pacientes con LLC, un gen regulador esencial del programa de
diferenciacion de las células B en el centro germinal, reforzé la hipotesis de un origen
post centro germinal.(11, 12) En este sentido, los estudios que inicialmente se
realizaron de expresién génica mostraron que las células de LLC tenian un patrén de
expresion mas parecido a las células B memoria que a linfocitos B naive, de centro
germinal, o CD5+ de sangre de corddn.(13, 14) Este hecho junto con la expresion de

antigenos de activacion celular como el CD27 sugeria que estas células habian
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recibido un contacto antigénico previo.(15) En conjunto, todos estos datos favorecian

como origen de la LLC una célula B memoria post centro germinal.

Por otro lado, el hecho de que la presencia o no de hipermutaciones en los
genes IGHV distinga en la LLC a dos subgrupos de pacientes, LLC mutada y LLC no
mutada, con distinta evolucion clinica, y con diferencias en el repertorio de genes de
IGHYV utilizados,(10, 16) asi como en la sefializacion a través del a través del receptor
de la célula B (BCR, del inglés “B-cell receptor”) sugeria un origen celular diferente
para ambos subgrupos.(17-21) En busca de armonizar estos datos, se propusieron
nuevos candidatos como los linfocitos B de la zona marginal esplénica,(22-24) o la
célula B transicional o una poblacion humana similar o equivalente a los linfocitos B-1

murinos.(25-30)

Recientemente un estudio comparativo del perfil de expresiéon génica de las
células de LLC con el de diferentes subpoblaciones de linfocitos B normales ha
aportado una mayor luz sobre el origen celular de la LLC.(31) En este nuevo analisis,
se extendio y se afin6 el repertorio de poblaciones de linfocitos B normales que se
compararon con la LLC. A diferencia de los estudios de expresion génica
anteriores,(13, 14) se incluyeron una poblacién de linfocitos B de la zona marginal
esplénica, y una poblacion B CD5+ madura. Previamente, los linfocitos B CD5+
utilizados se obtuvieron de sangre de cordon, con lo que la mayoria de ellos eran
linfocitos B transicionales y no linfocitos B CD5+ maduros.(29, 32) Con este nuevo
enfoque, de las cinco poblaciones de células B incluidas, linfocitos B naive, de la zona

marginal esplénica, CD5+ maduros, células B memoria IgM+ o memoria “’class
switched”, la poblacion con el perfil de expresion génica mas concordante con la LLC
fue la CD5+ madura. Ademas, se identificaron dos subtipos de linfocitos CD5+

maduros, pre centro germinal, CD5+/CD27-, y post centro germinal, CD5+/CD27+, que

se asemejarian a la LLC no mutada y mutada, respectivamente.(31)



Finalmente, hay que destacar que la transformacién leucémica de estas células
probablemente sea un proceso secuencial con eventos sucesivos multiples. El subtipo
celular en el cual ocurriria el Gltimo evento marcaria en gran parte las caracteristicas
estructurales y funcionales de la leucemia, aunque esto no significa que todos los
eventos transformadores tengan que ocurrir en este ultimo estado. En este sentido,
datos recientes apuntan que las células madre hematopoyéticas de los pacientes con
LLC tendrian ya unas ciertas alteraciones todavia por dilucidar que las haria mas

propensas a formar linfocitos B clonales.(33)
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1.1.2. Linfocitosis B monoclonal

En alrededor de un 3,5% de los individuos sanos mayores de 40 afios se
detectan pequeias poblaciones de linfocitos B clonales con un inmunofenotipo propio
de LLC, a pesar de presentar una cifra linfocitaria normal o muy discretamente
aumentada. Esta situacién se ha definido como linfocitosis B monoclonal (LBM).(8, 9)
La apariciéon de estas clonas aumenta con la edad, con porcentajes superiores al 8%
en los mayores de 70 afos.(8) Ademas, aumentando la sensibilidad de las técnicas de
citometria de flujo utilizadas, pueden detectarse linfocitos B clonales hasta en un 12%
de los individuos sanos mayores de 40 afios.(34) En la mayoria de los casos, estos

clones presentan mutaciones de los genes IGVH.

Frente a la pregunta de si la LBM es un estado precursor de la LLC, la
evidencia hasta el momento parece indicar que si. Por un lado, la LBM aparece en
mayor frecuencia en familiares de pacientes con LLC.(35) Ademas, datos recientes
sugieren que practicamente todos los casos de LLC estarian precedidos por una
LBM.(36) Asimismo, se ha observado que las LBM presentan alteraciones genéticas
caracteristicas de la LLC, como la delecién de 13q14.(37) En resumen, estas
observaciones apuntarian a que la LBM no es sélo una simple expansion clonal
relacionada con la edad sino un precursor pre-maligno neoplasico. El hecho de que la
mayoria de los casos de LBM tengan hipermutaciones de los genes IGHV podria estar
reflejando un comportamiento mas agresivo de la LLC no mutada, la cual no persistiria
mucho tiempo en una forma estable de LBM. Finalmente, debe resaltarse que s6lo una
pequeia fraccion de las LBM progresara a una LLC. La frecuencia de la LBM es
aproximadamente 100 veces superior a la de la LLC y se estima un riesgo de

progresion a LLC de entre un 1 - 2% por afo.(37, 38)



1.1.3. Receptor de la célula B y estado mutacional

El receptor de la célula B (BCR) es una inmunoglobulina altamente variable
que permite reconocer una amplia diversidad de antigenos de forma especifica. Esta
variabilidad esta determinada por la recombinacién de los segmentos variable (V),
diversidad (D) y union (J) en las regiones variables de las cadenas pesadas y de los
segmentos V y J de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas. Ademas, mediante el
proceso de hipermutacién somatica se introducen nuevos puntos de mutacion en las
regiones variables. Para este fenémeno se requiere de la unién previa del BCR con el
antigeno y de la cooperacién de los linfocitos T y otras células con el linfocito B en el

centro germinal.(39)

La LLC puede dividirse en 2 grandes subgrupos con prondésticos
marcadamente diferentes en funcién del nimero de hipermutaciones somaticas en los
genes de las regiones variables de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
(IGHV).(10, 17, 18, 40) La LLC se define como no mutada cuando la clona de LLC
presenta una homologia de al menos el 98% en IGHV en relacion con la secuencia
germinal. Alrededor de la mitad de los pacientes presentan una LLC no mutada y la
otra mitad una LLC mutada. Los pacientes con una LLC no mutada tienen un curso
clinico mas agresivo y una evolucion desfavorable en comparacion con los que
presentan una LLC mutada. Aunque los fenbmenos que condicionan este desigual
curso clinico todavia no se conocen con exactitud, si que se han hallado diversas
diferencias biologicas remarcables entre ambos subgrupos. En este sentido, en la LLC
no mutada existe una mayor asociaciébn con otros factores bioldgicos de mal
prondstico, como una alta expresion de ZAP-70 y CD38, alteraciones genéticas
desfavorables, una diferente longitud de los teldmeros y una mayor sefializacion a
través del BCR en comparacion con la LLC mutada.(15, 17, 21, 40-46)

Las células de la LLC utilizan ciertas familias de genes IGHV en una

distribucion diferente a la observada en los linfocitos normales. Los genes mas
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utilizados dentro de estas familias son VH1-69, VH3-07, VH3-23 y VH4-34. Ademas,
se observan también reordenamientos estereotipados de los segmentos V, D y J con
una region determinante de complementariedad-3 (CDR3) similar entre pacientes.
Alrededor de un 30% de los pacientes cae dentro de algun subgrupo de receptor
estereotipado.(47-53) Este hecho indica que probablemente la LLC deriva de una
célula B con contacto antigénico previo.(13-15) De esta manera, la seleccién clonal
mediada por antigenos podria ser la responsable del repertorio sesgado de IGHV
observado tanto de la LLC mutada como no mutada.(10, 16) Recientemente se ha
propuesto que algunos de estos antigenos podrian corresponder a autoantigenos
derivados de las células apoptéticas. Por otro lado, algunos de estos epitopos
reconocidos parecen ser altamente similares con antigenos microbianos.(54, 54-57)
En conjunto, todas estas observaciones sugieren que la estimulacién y seleccidon

antigénica tendrian un papel relevante en el desarrollo y evolucién de la LLC.

Asimismo, la estructura del BCR es diferente entre la LLC mutada y no mutada.
En la LLC no mutada existe una mayor proporcion de reordenamientos V, D y J
estereotipados con regiones CDR3 estrechamente similares, y el BCR suele ser
polirreactivo y dirigido contra autoantigenos.(19, 47, 50, 52, 53, 56, 58) Por el
contrario, los pacientes con LLC mutada presentan BCR oligo 0 monorreactivos con
una unién antigénica mas restringida y con una menor proporcibn de casos
estereotipados.(19) Ademas, la presencia o ausencia de mutaciones somaticas se
asocia también a familias diferenciales de los genes de las IGHV. En el subgrupo
mutado predomina la familia de genes VH3 y VH4 y, en el subgrupo no mutado, la
familia de genes VH71 como por ejemplo /IGHV1-69.(59) Por otro lado, ciertos BCRs
estereotipados se han correlacionado con el pronéstico de los enfermos. Asi, la
presencia de IGHV3-21 se ha asociado a un curso clinico agresivo de la enfermedad

con independencia del estado mutacional.(47, 48, 53, 58, 60, 61)



Recientemente, diferentes observaciones abren un nuevo enfoque en el papel
del BCR en la patogénesis de la LLC. Si bien lo expuesto hasta ahora sugeria que la
estimulaciéon antigénica tendria un papel muy relevante en el desarrollo de la LLC,
recientemente se ha propuesto que el BCR podria presentar una estimulacion
auténoma independiente de estimulos antigénicos extrinsecos. Esta sefializacion
auténoma del BCR estaria mediada por el reconocimiento de ciertos epitopos
intrinsecos del BCR y dependeria de la configuracion del CDR3 de la cadena
pesada.(62) En conjunto, todos estos datos resaltan la importancia del BCR en el

desarrollo y evolucién de la LLC.
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1.1.4. Alteraciones genéticas y epigenéticas

Las alteraciones genéticas y moleculares han contribuido de forma importante
a dilucidar las bases biologicas de la diversidad clinica hallada en la LLC. A diferencia
de lo que ocurre en otros sindromes linfoproliferativos B, las translocaciones
cromosémicas balanceadas no son frecuentes en la LLC. Asimismo, tampoco se
observa otro mecanismo comun de lesion genética, como es la hipermutacién
somatica aberrante, frecuente en otros sindromes linfoproliferativos como el linfoma de
células grandes B.(63) Sin embargo, si son muy frecuentes las amplificaciones y
deleciones cromosoémicas. En este sentido, mediante técnicas de hibridacién
fluorescente in situ (FISH), se ha demostrado que en mas del 80% de pacientes con
LLC se pueden detectar alteraciones genéticas. Las mas frecuentes son la delecién de
13914 (55%), la trisomia 12 (16%), la delecion de 11922-23 (18%) y la delecién de
17p13 (7%). Su presencia, en el momento del diagndéstico o durante la evolucién de la
enfermedad, se ha correlacionado tanto con diferencias en cuanto al tiempo hasta la
progresidbn y la supervivencia de los pacientes como con la respuesta al
tratamiento.(64, 65) Sin embargo, estas alteraciones citogenéticas no explican por
ellas mismas de forma global las bases biolégicas de la heterogeneidad clinica de los
pacientes con LLC. En este sentido, durante los ultimos afios se ha ido obteniendo una
valiosa informacién adicional mediante la definicién de las alteraciones moleculares
que se correlacionan con las alteraciones genéticas previamente halladas. Asi, tanto
TP53 como ATM, genes supresores de tumores afectados en la pérdida de 17p13 y de
11922-923, respectivamente, no soélo se hallan delecionados, sino que se encuentran
recurrentemente mutados en la LLC. Ademas, mutaciones en estos genes, incluso en
ausencia de una delecion, tienen un impacto pronostico de forma adicional a la

estratificacion citogenética por FISH.(66-73)
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1.1.4.1. Delecion 13914

Es la alteracion genética mas frecuente en la LLC ya que se observa en el 55%
de los casos al diagnéstico, y esta asociada a un pronéstico favorable.(65) La gran
mayoria de deleciones son monoalélicas (76%), pero pueden ser también bialélicas
(24%).(65) Se han descrito numerosas regiones delecionadas de tamarios entre 130 y
550 kb y se ha identificado una regién minima delecionada de 29kb (74, 75) localizada
entre los exones 2y 5 del gen DLEUZ2. Esta regién abarca el locus de dos microRNAs,
hsa-mir-16.1 y hsa-mir-15a. Ademas, puede también incluir la regién codificante del
gen del retinoblastoma (RB1).(76, 76-78) La pérdida de estos 2 microRNAs podria
tener un papel relevante en la patogénesis de la LLC.(76, 79) Los mir-15a y mir-16-1
producen una regulacion negativa de la proteina antiapoptética BCL-2, por lo que su
delecion conlleva una sobreexpresion de esta proteina. Ademas, la delecion de estos
dos microRNAs en un modelo murino favoreci6 el desarrollo de sindromes

linfoproliferativos con caracteristicas muy parecidas a la LLC.(80)

1.1.4.2. Trisomia 12

La trisomia 12 se encuentra en un 15% de los pacientes con LLC. Aunque
inicialmente se asocié a un mal pronéstico, actualmente se considera como una
alteracion de prondstico intermedio.(81, 82) A pesar del estudio del papel de varios
genes con locus en el cromosoma 12, como MDM2, CCND2 o CLLU1, todavia se
desconoce qué alteracién estaria implicada en la patogenia de la enfermedad en estos

pacientes.(83, 84)
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1.1.4.3. Delecion 11q22-q23

La delecion 11g22-23 se observa en un 18% de los pacientes con LLC y esta
asociada a un pronédstico desfavorable y a casos con adenopatias de gran
tamano.(65, 82, 85) Esta delecion afecta al gen ATM (ataxia telangiectasia mutada) en
practicamente todos los casos. ATM codifica una proteina kinasa con un papel
fundamental en la mediacién de la respuesta celular a roturas de doble cadena del
DNA. Por un lado puede inducir apoptosis como respuesta al dafio al DNA, o también
puede actuar directamente en la reparacién de las roturas de doble cadena del
DNA.(86) Su inactivacidon disminuye la respuesta a agentes quimioterapicos que
actuan a través de rupturas en las cadenas de DNA. De todas formas, para perder de
forma completa la funcion de ATM, el otro alelo del gen debe estar mutado. Sin
embargo, soélo en un tercio de los pacientes con delecion de 11q se ha observado la
inactivacion bialélica de ATM por mutacion del segundo alelo. Este hecho sugiere que
otros genes situados en la regién 11g22-23, como por ejemplo NPAT, CULS,

PPP2R1B, podrian estar también implicados en esta alteraciéon.(87, 87, 87-89)

1.1.4.4. Delecién 17p 13

Es la alteracion genética con mayor impacto en el prondstico de los pacientes
con LLC. La del 17p13.1 se encuentra en una pequefia fraccion de los pacientes al
diagnéstico (4% - 9%) pero su incidencia aumenta a lo largo de la evolucién de la
enfermedad.(65, 81, 82, 90) Esta deleciéon afecta a TP53 y confiere un prondstico
claramente desfavorable. TP53 es un factor de transcripcion que se activa por la
ruptura de las cadenas de DNA, y provoca apoptosis celular y/o arresto del ciclo
celular, como mecanismo para preservar la integridad del genoma. Las mutaciones de
TP53, asociadas o no a esta delecidon, también se relacionan con un peor pronostico

en la LLC, y pueden hallarse hasta en un 10% de los pacientes sin delecion de
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17p13.(66) La gran mayoria de casos con delecibn monoalélica de 17p13 presentan

la mutacion del segundo alelo de TP53 (>80%).(66)

1.1.4.5. Nuevas mutaciones

No se ha encontrado todavia una mutaciéon comun causante de la LLC. A pesar
de ello, mediante las técnicas de secuenciacion de nueva generacion se han hallado
diferentes mutaciones recurrentes en diversos genes con una probable implicacién en
la patogenia y en el curso clinico de la enfermedad, como NOTCH1, XPO1, MYD88,
KLHL6, SF3B1, ZMYM3, MAPK1, FBXW7, DDX3X, POT1 o BIRC3.(91-94) De entre
ellos, por su frecuencia e implicacién clinica cabe destacar las mutaciones en
NOTCH1, SF3B1y BIRC3.

NOTCH1 codifica una proteina transmembrana que actua como un factor de
transcripcion y que regula diversos genes como MYC, TP53 y moléculas implicadas en
la via de NFkB.(95, 96) Las mutaciones halladas en este gen afectan
predominantemente el dominio PEST, incluyendo Ila delecion recurrente
c.7544_7545delCT, que comprende el 80% - 95% de todas las mutaciones.(91, 92, 97-
99) El dominio PEST C-terminal es el responsable de la degradacion proteosémica de
la forma activada de NOTCH1. Asi, su disrupcién resulta en la estabilizacion de su
forma activa, y la desregulaciéon de su sefalizaciéon, lo que afectaria a vias implicadas
en el metabolismo celular y en el control del ciclo celular. NOTCH1 se ha hallado
mutado en un 4% - 12,2% de los pacientes con LLC, aunque su frecuencia aumenta
en el subgrupo de LLC no mutada y con trisomia 12. Ademas, la presencia de esta
mutacién en la LLC se ha asociado a un curso clinico mas agresivo y a un mayor
riesgo de transformacién a un linfoma agresivo, sindrome de Richter.(91-93, 97-104)

SF3B1 es un componente central del espliceosoma, un complejo formado por 5
ribonucloproteinas que participan en la maduracién del RNA mensajero mediante la

escision de intrones en los genes codificantes de proteinas.(105) En la LLC, las
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mutaciones halladas de este gen se encuentran practicamente todas en los dominios
HEAT y se han detectado en un 5% - 15% de los pacientes, siendo este porcentaje
mayor en pacientes con refractariedad a fludarabina y en casos con delecion de 11q.
Asimismo, la presencia de esta mutacidén se ha correlacionado con un peor pronostico
de los pacientes con LLC.(93, 100, 106) Las consecuencias funcionales de estas
mutaciones en SF3B71 todavia no se han dilucidado y siguen siendo objeto de estudio
actualmente.

Finalmente, BIRC3 es un regulador negativo de la serin-treonin quinasa
MAP3K14, el principal activador de la via de sefializacion no canoénica de NFkB.(107)
Asimismo, BIRC3 también participa en el mantenimiento de los niveles de TP53
mediante la regulacion de MDM2.(108) En la LLC, la mutacién de BIRC3 se traduce
probablemente en una activacién constitutiva de la via no canoénica de NFkB. Las
mutaciones de BIRC3 son poco frecuentes al diagnéstico de la LLC, inferior al 5%. Sin
embargo, su alteracion, tanto por delecion como por mutacion, se ha hallado en casi
una cuarta parte de una poblaciéon de pacientes con LLC refractarios a fludarabina, y
de forma excluyente a mutaciones de TP53.(109)

Aunque el tamafo de las poblaciones estudiadas para estas nuevas
alteraciones genéticas no permite todavia establecer correlaciones definitivas con las
alteraciones genéticas previamente conocidas, si que los datos obtenidos hasta la
fecha sugieren que al diagnostico y primer tratamiento NOTCH1 y SF3B1 tienden a ser
mutuamente exclusivas entre ellas, y con las alteraciones de TP53. De esta manera,
constituirian mecanismos genéticos que promoverian una enfermedad de mayor
riesgo de forma alternativa a otras alteraciones conocidas como TP53.(91-93, 100,
106)

A pesar de todo ello, aun considerando los 50 genes mas frecuentemente
mutados en la LLC, en una parte importante de los pacientes no se halla ninguna de

esas mutaciones, en comparacion con lo que ocurre en otros tipos de tumores.
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1.1.4.6. Evolucion clonal en la LLC

La evolucion clonal juega un papel importante en la progresion de los tumores y
en su recaida. En la LLC, la delecién de 13q14 y la trisomia 12 se hallan en
frecuencias similares en las diferentes fases de la enfermedad.(37, 65, 110, 111) Las
demas alteraciones genéticas se acumulan en las fases mas avanzadas, con lo que
probablemente representen segundas lesiones que son seleccionadas o adquiridas
durante la evolucion de la enfermedad. Recientemente, Landau y cols.(112) a través
del estudio de la heterogeneidad intratumoral en casos de LLC mediante
secuenciacion del exoma, aportaron nuevos datos sobre la evolucion clonal en esta
enfermedad. Los resultados del estudio indican que la presencia de determinadas
mutaciones, incluso en una pequefia fraccion de la poblacion tumoral, predicen un
tiempo a la recaida mas corto tras el tratamiento. De hecho, sugieren que mutaciones
en genes como SF3B1 o TP53 estarian ya presentes a nivel subclonal al diagndstico,
y que el tratamiento con quimioterapia favoreceria su expansiéon a lo largo de la
evolucion de la enfermedad. En cambio, las mutaciones en MYD88, la trisomia 12 y la
delecién de 13q14 se hallaron de forma predominantemente clonal, lo que sugiere que

se trate de eventos iniciales en el desarrollo de la enfermedad.(112)

1.1.4.7. Alteraciones epigenéticas

La metilacién aberrante del DNA parece tener un papel relevante en la génesis
tumoral de diversos tipos de cancer, donde predomina una mayor hipometilacion
global del genoma y una hipermetilacion de determinadas regiones promotoras de
diferentes genes supresores de tumores.(113) En la LLC, se ha hallado un perfil de
metilacién aberrante en el 2,5% - 8,1% de las islas CpG,(114) y en diversos genes que
se creen implicados en la patogenia de la enfermedad, como BCL2, TCL1, Aiolos, ID4

y DAPK1, este ultimo asociado con la LLC familiar.(114, 115, 115-119) En este
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sentido, en un modelo murino, se observé un patron de metilacion aberrante de
secuencias de promotores de forma muy temprana, antes de la aparicion de la
enfermedad.(120)

Por otro lado, el estado de metilacion de algunos genes (CD38, HOXA4 o
BTG4) se ha correlacionado con el pronéstico de los pacientes.(121) Ademas, los
niveles de expresion de ZAP-70 parecen relacionarse también con la metilaciéon de
determinadas islas CpG.(117) Asimismo, se han identificado diferentes patrones de
metilacién en diferentes subgrupos de LLC segun el estado mutacional. En este
sentido, se hallaron metilados diversos genes supresores de tumores en el grupo de
LLC no mutada, como VHL, ABI3 y IGSF4, y demetilados genes involucrados en
mecanismos de progresion tumoral como proliferacion celular, ADORA3 y PRF1, y
antiapoptoéticos, como BCL2, entre otros.(122) Recientemente se han reportado los
datos del primer estudio de andlisis a gran escala de las alteraciones epigenéticas en
la LLC.(123) En él, se ha confirmado que los dos grupos de LLC en funcion del estado
mutacional tienen diferentes metilomas. Ademas, se asemejan a los patrones de
metilacion de distintas subpoblaciones de linfocitos B normales. Asi, la LLC no mutada
presenta un patron de metilacion propio de una célula B pre germinal y la LLC mutada,
semejante a un linfocito B post centro germinal.

Sin embargo, a pesar de todos estos datos, todavia queda mucho camino por
recorrer para esclarecer cual es el papel preciso que juegan estos mecanismos

epigenéticos en la patogenia y evolucion clinica de los enfermos con LLC.
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1.1.5. Microambiente

Las sefales provenientes del microambiente juegan un papel primordial en la
supervivencia de las células leucémicas en la LLC. La relevancia del microambiente en
esta enfermedad se aprecia facilmente por la incapacidad que tienen las células de
LLC de permanecer viables en cultivos ex vivo en ausencia de determinados estimulos
(p. €j. IL-4 o CD40 ligando).(124) In vivo, las células de LLC interactuan con todo un
conjunto de células no tumorales, como linfocitos T CD40+CD4+, células del estroma,
células dendriticas foliculares o células “nurse-like”, a través de contactos célula-célula
0 mediante factores solubles.(125) Estos fenbmenos predominan en ciertas regiones
anatdmicas concretas, como el ganglio linfatico y la medula 6sea. En estas regiones,
el microambiente provee a las células de LLC de sefales antiapoptoéticas y estimulos
de proliferacion, lo que origina ,de forma caracteristica en esta enfermedad, los
centros de proliferacion.(126) Ademas, las propias células de LLC reclutarian estas
células accesorias, como linfocitos T CD4+ CD40+, que ayudarian a configurar este
microambiente favorable.(127-129) Este contacto con células no leucémicas es de
gran importancia para el mantenimiento de las células tumorales. Por ejemplo, los
linfocitos T CD4+ presentes en los ganglios linfaticos y en la médula ésea producen
citoquinas, como la IL-4 e interferon a, que inhiben la apoptosis de las células de LLC.
Ademas, a través del CD40 ligando (CD154), promueven la expresion de proteinas
antiapoptoéticas como la survivina y el BCL-2.(129) En este sentido, diversos estudios
ponen de manifiesto que el co-cultivo ex vivo de células de LLC con fibroblastos
transfectados con CD40 ligando, lo que reproduciria la sefial recibida por los linfocitos
T in vivo, aumentan la supervivencia de las células leucémicas y les confieren mayor
resistencia a farmacos anti-tumorales.(130) Otras células que podrian estar implicadas
en el mantenimiento de las células leucémicas son las “nurse-like cells” (NLC). Las
NLCs se pueden obtener in vitro a partir de monocitos CD14+ a través de su

interaccion con células de LLC.(131) Las NLCs secretan el factor SDF1 (cell-derived
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factor 1) y los factores APRIL (proliferation-inducing ligand) y BAFF (b cell activating
factor), los cuales protegen a las células de LLC de la apoptosis.(132-134) Por otro
lado, se cree que podrian interaccionar directamente con las células de LLC a través
de la union del CD31 con el CD38 expresado en las células de LLC.(135, 136)
Finalmente, Otros receptores que parecen jugar un papel importante son los
receptores Toll-like (TLR), los cuales reconocen diferentes patrones moleculares
(PAMPs) encontrados en componentes microbianos y promueven sefiales que inducen
la maduracién y proliferacion de los linfocitos B. De entre ellos, las células de LLC
presentan una alta expresiéon del TLR9, el cual puede estimularse mediante

oligodeoxinucleotidos-CpG.(137)

1.1.5.1 Seializacidon a través del receptor de la célulaB enla LLC

Las células leucémicas de la LLC requieren de las vias que utilizan los
linfocitos B normales para su mantenimiento y expansién. De ellas, la activacion y
sefalizacién a través del BCR probablemente sea la mas relevante, aunque todavia
sea poco conocido el mecanismo preciso de su estimulacién y la naturaleza de los
antigenos que lo activarian.(138, 139) El BCR consiste en una inmunoglobulina (lg)
transmembrana de superficie asociada con las cadenas Ig a (CD79a) y Ig B
(CD79b),(140) y puede sefalizar de dos maneras: una sefial “ténica” de supervivencia
y una sefial de activacion inducida por un antigeno.(141) La expresion de un BCR
funcional es necesaria para el desarrollo y supervivencia de todas las células B
maduras. La sefial de supervivencia “tonica” es independiente de antigeno y esta
mediada por PI3Ka (Phosphatidylinositide 3-kinase) y PI3Kd. Por otro lado, la
estimulacion antigénica del BCR activa, ademas de PI3K®, otras tirosin quinasas que
promueven sefiales de crecimiento, proliferaciéon y maduracion celular. Cuando un
antigeno se une al BCR, las tirosin quinasas LYN y SYK inician una cascada de

transduccién de sefales que implican otros elementos esenciales en la sefalizaciéon
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del BCR como las quinasas BTK, PI3Kd, y la fosfolipasa PLCy2 (1-

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2).

El estudio comparativo de perfiles de expresion génica de células de LLC
aisladas de la sangre periférica, médula ésea y ganglios linfaticos, proporcioné una
evidencia directa de la importancia de la sefalizacién del BCR in vivo en la LLC.(142)
Las células de LLC procedentes de los ganglios linfaticos exhibian un mayor nivel de
activacion de SYK, asi como una mayor expresion de genes que indicaban activacion
del BCR y de proliferacion tumoral. Esto indica que durante el curso de la enfermedad
se mantiene una sefalizacién antigénica activa. Ademas, la activaciéon del BCR en
estudios ex vivo aumenta la supervivencia de las células de LLC y en un cierto grado
su proliferacion,(143-147) y una respuesta intensa del BCR se correlaciona

clinicamente con una enfermedad mas agresiva.(142, 148)

En conjunto, todos estos datos, implican que la activaciéon del BCR es una via
primordial en la patogénesis de la LLC. De esta manera, esta via se ha convertido en
una atractiva diana terapéutica y se han desarrollado diferentes agentes dirigidos a
inhibir su sefializacioén, principalmente inhibidores de quinasas como SYK, PI3K y BTK.
La inhibicién ex vivo de estas quinasas consigue bloquear sefiales esenciales de
supervivencia y migracién procedentes del microambiente. En este sentido, el inhibidor
de SYK R406 bloquea la activacion de AKT inducida mediante cocultivo con células
estromales, asi como la migracién promovida por CXCL12.(149, 150) De una manera
similar, CAL-101, inhibidor de PI3K®, reduce la viabilidad de las células de LLC en
cocultivo con células “nurse-like” y disminuye los niveles de diversas quemoquinas y
citoquinas en estos cultivos.(151) Finalmente, el inhibidor de BTK PCI-37265, también
blogquea la supervivencia celular inducida con el cocultivo de células estromales, asi
como antagoniza las senales protectoras de TNF-a y BAFF provenientes del
microambiente.(152) Estos prometedores hallazgos han dado paso a toda una serie de

ensayos clinicos con estas nuevas moléculas con resultados muy esperanzadores.

20



Introduccion.
1.2. Diagnéstico de la LLC

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de tejidos
hematopoyéticos y linfoides define la leucemia linfatica cronica / linfoma linfocitico de
célula pequefia como una neoplasia compuesta de linfocitos B pequenfios,
monomorficos, redondos a ligeramente irregulares, en sangre periférica, médula 6sea,
bazo y ganglios linfaticos, junto con prolinfocitos y parainmunoblastos formando los
centros de proliferacion en los tejidos infiltrados.(153) Para el diagnéstico de la LLC se
requiere la presencia en sangre periférica de = 5x10%L linfocitos clonales con un
inmunofenotipo de LLC durante al menos 3 meses. La clonalidad de los linfocitos
circulantes debe confirmarse por citometria de flujo.(154) En ausencia de adenopatias,
visceromegalias, citopenias o sintomas relacionados con la enfermedad, la presencia
de menos de 5x10%L linfocitos clonales se define como una linfocitosis B
monoclonal.(9) Si existen citopenias causadas por infiltracion medular debe
considerarse una LLC con independencia del numero de linfocitos B en sangre
periférica. Por otro lado, la definicion de linfoma linfocitico de célula pequefia requiere
la presencia de adenopatias junto con una cifra de linfocitos B en sangre periférica <
5x10%L vy sin citopenias secundarias a infiltracion medular. Su diagnéstico deberia

confirmarse con una biopsia ganglionar siempre que fuera posible.(154)
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1.2.1. Morfologia de los linfocitos de LLC

El estudio morfolégico en sangre periférica muestra linfocitos de pequefio
tamafo, con una alteracién de la relacion nucleo-citoplasma a favor del nucleo. El
citoplasma generalmente es agranular, baséfilo y escaso, y el nucleo es redondo y
estd compuesto por cromatina densa. Los linfocitos de la LLC son anormalmente
fragiles, por lo que al momento de realizar el frotis sanguineo se rompen con facilidad.
Por este motivo es frecuente observar los restos de estos linfocitos en la extension de
sangre periférica, que son conocidos como sombras de Gimprecht.(155) Segun el

aspecto morfolégico, se describen 2 variantes de LLC:

- La forma tipica: se observa la presencia de un 90% de linfocitos de aspecto
tipico (el mencionado anteriormente).

- La forma atipica: puede tener 2 tipos de presentacién, la forma
prolinfocitica, en la que se observa, junto con los linfocitos tipicos de LLC,
un porcentaje superior al 10% e inferior al 55% de linfocitos con morfologia
de prolinfocito (tamafio mediano, cromatina densa pero no cuarteada y
nucléolo prominente), y la forma mixta, en la que se observa la presencia
de una porcentaje superior al 15% de linfocitos atipicos, como prolinfocitos,

centrocitos, centroblastos o linfocitos estimulados.
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1.2.2. Inmunofenotipo de las células de LLC

Las células de LLC coexpresan el antigeno CD5 comunmente expresado en los
linfocitos T junto con los antigenos de linfocito B CD19, CD20, CD79b y CD23. De
forma caracteristica, los niveles de expresion tanto de las inmunoglobulinas de
superficie, como de los antigenos CD20 y CD79b son bajos en comparacién con los
linfocitos B normales,(155, 156) aunque pueden existir variaciones en la intensidad de
expresion de estos antigenos entre diferentes pacientes. Los linfocitos de la LLC son
negativos para FMC7, CD10 y ciclina D1, y en general, expresan IgM o IgM e IgD en
su superficie. Mediante la técnica de citometria de flujo, la clonalidad de las células de
LLC se demuestra mediante la presencia de restriccion en la expresiéon de cadenas

ligeras kappa o lambda.
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1.2.3. Histologia de la biopsia ganglionar y de la médula ésea

La histologia de la biopsia ganglionar en la LLC se caracteriza por la pérdida
de la arquitectura ganglionar normal debido a una infiltracion difusa por células
tumorales, y a la presencia de areas palidas que se corresponden con pseudofoliculos
o centros de proliferacién. Estos pseudofoliculos estan constituidos por linfocitos de
mayor tamafo, paraimmunoblastos y prolinfocitos, rodeados de linfocitos pequefos,
linfocitos T CD4+ y células dendriticas foliculares. Recientemente se ha identificado un
subgrupo de pacientes que presentan un aumento de proliferacion ganglionar con
pseudofoliculos expandidos con un mayor numero de mitosis o Ki-67. Estos pacientes

con una “LLC acelerada” presentan un curso clinico mas agresivo.(157)

El estudio de la médula 6sea no es prioritario en el diagnéstico de la LLC. La
infiltracibn medular es un hecho constante y puede adoptar diferentes patrones:
intersticial, nodular, mixto o difuso. En el patrén intersticial, la infiltracion linfocitaria no
altera la arquitectura medular normal. El patron nodular es el mas infrecuente; se
define por la presencia de nodulos de contorno regular formados por linfocitos
pequenos Yy sin infiltracion intersticial. El patron mixto es la combinacién del patrén
nodular e intersticial. Finalmente, el patrén difuso se caracteriza por la sustitucién del
tejido hematopoyético normal por linfocitos leucémicos con desaparicion de la
celularidad grasa. En la médula 6sea, la presencia de pseudofoliculos es menos

frecuente que en el ganglio linfatico.(158)
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1.3. Factores pronésticos

El curso clinico de la LLC es muy heterogéneo. En este sentido, la
supervivencia de los pacientes varia entre menos de 1 - 2 afos hasta mas de 15
afios.(5-7) Los sistemas de estadiaje clinico de Rai y Binet contindan siendo
actualmente el pilar para distinguir aquellos pacientes con un estado avanzado de la
enfermedad, quienes presentaran una supervivencia global y una supervivencia libre
de tratamiento generalmente inferiores a los pacientes con estadios precoces de la
enfermedad.(159, 160) Sin embrago, estos sistemas de estadiaje clinicos, no nos
aportan una estratificacién del riesgo de progresion en los estadios iniciales, asi como

tampoco predicen la respuesta a los tratamientos empleados.

En el momento actual la gran mayoria de los pacientes con LLC se encuentran
en estadios iniciales al diagnéstico, sin requerir tratamiento. Establecer factores que
puedan predecir la evolucién clinica de la enfermedad en este momento es
fundamental para determinar qué pacientes progresaran a estadios mas avanzados y
requeriran tratamiento. Durante los ultimos afos ha habido un gran progreso en la
identificacion de marcadores celulares y moleculares que predicen la tendencia a la
progresion de los pacientes con LLC. Asi, junto con los factores prondsticos clasicos
como los estadios clinicos de Rai y Binet, el patrén de infiltracion de la médula 6sea o
el tiempo de duplicacion linfocitario, disponemos también de otros factores bioldgicos
como las alteraciones genéticas, el estado mutacional de los genes de las
inmunoglobulinas o la expresion de ZAP-70, CD38 y CD49d, entre otros, que nos
ayudan a predecir cual puede ser el curso clinico de la enfermedad. Finalmente, cabe
destacar que aunque la mayoria de estos parametros son utiles para predecir el curso
clinico de los enfermos, aportan poca informacién en la respuesta a los tratamientos
utilizados y en la toma de decisiones terapéuticas. En este sentido, actualmente sélo la
presencia de algunas alteraciones genéticas, principalmente la delecion de 17p,

parecen tener un impacto en la decisién del plan terapéutico de los enfermos. (154)
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1.3.1. Sistemas de estadiaje clinicos

En la LLC existen dos sistemas de estadiaje utilizados de forma universal: los
sistemas de Rai(159) y de Binet(160). La clasificacion original de Rai se modificd
posteriormente para reducir el nimero de grupos pronésticos de cinco a tres.(161) Los
dos sistemas describen tres subgrupos de pacientes con supervivencias claramente
diferenciadas: estadio inicial (Rai 0, Binet A; supervivencia estimada >10 afios),
estadio intermedio (Rai I/ll, Binet B; supervivencia estimada entre 5y 7 afos) y estadio
avanzado (Rai lll/IV, Binet C; supervivencia estimada de 1 a 3 afios). Ambos sistemas
son muy sencillos y pueden aplicarse de forma amplia. Ambos se fundamentan en la
exploracion fisica y en un test de hemograma, sin requerir técnicas de imagen (ver

tabla 1 y tabla 2).

Tabla 1. Sistema de estadiaje de Rai

Linfocitosis Adenopatias Hepato/esplenomegalia  Hemoglobina Plaquetas

0 + - - > 11g/dL > 100x10%ul
| + + - > 11g/dL > 100x10%yl
| + (+1-) + > 11g/dL > 100x10%pl
n + (+/-) (+/-) < 11g/dL > 100x10°/pl
v + (+/-) (+/-) >< 11g/dL < 100x10%ul

Tabla 2. Sistema de estadiaje de Binet

Linfocitosis Regiones adenopaticas Hemoglobina Plaquetas

+ <3 regiones > 10g/dL > 100x10%/pl

B + > 3 regiones > 10g/dL > 100x10%/pl
+ (+/-) <10g/dL 6 <100x10%l




Introduccion.

Fueron los primeros factores pronésticos usados de forma extensa en la LLC y
continuan siendo actualmente una valiosa herramienta que de forma sencilla y poco
costosa predice la supervivencia de los pacientes. Pero a pesar de su utilidad, cabe
también destacar que existe una gran heterogeneidad en el comportamiento clinico de
los pacientes dentro de cada una de las categorias. Ademas, a esta limitacién se le
suma el hecho de que la mayoria de los pacientes actualmente se diagnostican en
estadios iniciales, Rai 0 y Binet A, con lo que el estadio por si mismo no predice

adecuadamente el riesgo de progresién para un paciente concreto.
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Figura 2. Visién histérica del estadio al momento del diagnéstico de la LLC.
Abrisqueta p, et al. Blood (ASH Annual Meeting Abstracts), Nov 2008; 112: 48.
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1.3.2. Parametros bioldgicos

Durante los ultimos afios se han identificado un conjunto de nuevos factores
pronésticos, principalmente las alteraciones genéticas, el estado mutacional y la
expresion de diversas proteinas, que reflejan las diferencias biolégicas entre los

enfermos y que nos ayudan a predecir su evolucién clinica.

1.3.2.1. Alteraciones genéticas

En el afio 2000, Déhner y cols., mediante técnicas de FISH, identificaron la
presencia de alteraciones genéticas en mas del 80% de los pacientes con LLC.(65)
Ademas, correlacionaron la evolucién clinica de los pacientes con las alteraciones
detectadas, obteniendo un modelo jerarquico con cinco categorias de riesgo
claramente diferenciadas. Los pacientes que presentaban la delecién de 17p13, con
una prevalencia del 7%, tenian el peor prondstico con una mediana de supervivencia
de tan sélo 32 meses, independientemente de si tenian o no otras alteraciones. A
continuacion se hallaban los pacientes con delecion de 11922-g23 con una
prevalencia del 18% y una mediana de supervivencia de 79 meses, la trisomia 12, con
una prevalencia del 16% y mediana de supervivencia de 114 meses, el cariotipo
normal, prevalencia del 18% y supervivencia de 111 meses, y finalmente la delecién
de 13q14, siendo la alteracion mas prevalente, 55% de los pacientes, y con la mayor

supervivencia global, 133 meses.(65)

De entre ellas, las deleciones y/o mutaciones del gen TP53, constituyen el
factor pronéstico adverso mas importante en la LLC, y no s6lo porque pronostican una
evolucién precoz a una enfermedad sintomatica, (90, 162-165) sino porque también
predicen una peor respuesta a los tratamientos empleados comunmente en la LLC,
como los agentes alquilantes, los analogos de purina, e incluso las nuevas

combinaciones de inmunoquimioterapia.(81, 82, 166, 167) TP53 es un factor de
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transcripcién que se activa cuando se producen roturas en las cadenas de DNA. Una
vez activado, actia desencadenando la apoptosis de la célula y/o parando el ciclo
celular, (168) por lo que su funcién es de vital importancia para la actividad de la
mayoria de farmacos utilizados en el tratamiento de la LLC. La delecion de 17p13 se
asocia a otros factores de pronéstico adverso como la ausencia de hipermutaciones en
IGHV, y la expresion elevada de ZAP-70 y CD38.(65, 169, 170) TP53 puede estar
mutado tanto en presencia como en ausencia de deleciones de 17p13.(44, 171, 172).
Ademas, es importante destacar que la presencia de mutaciones de TP53 en ausencia
de delecién de 17p13 se asocia también a un curso clinico adverso parecido al que
presentan los pacientes con delecion de 17p13.(66, 67, 69, 70) En el estudio del grupo
aleman GCLLSG CLL4 (fludarabina vs. fludarabina junto con ciclofosfamida)(166)
ninguno de los enfermos con TP53 mutado consigui6é una respuesta completa, y tanto
la mediana de supervivencia libre de progresion (SLP) (23.3 meses vs. 62.2 meses),
como de supervivencia global (SG) (29.2 meses vs. 84.6 meses) fueron claramente
inferiores en comparacién con los pacientes sin TP53 mutado.(173) Se obtuvieron
unos resultados similares cuando se analiz6 el impacto de las mutaciones en TP53 en
el estudio LRF CLL4 del grupo inglés (clorambucilo vs. fludarabina vs. fludarabina
junto con ciclofosfamida), con una tasa de respuestas completas (RC) de tan s6lo 5%,
una SLP a los 5 afios del 5%, y una SG a los 5 afios del 20% en los pacientes con

TP53 mutado.(174)

La delecion del brazo largo del cromosoma 11 también se asocia a un
pronostico desfavorable en la LLC y a veces, de forma caracteristica, a adenopatias
de gran tamano. Esta delecién es mas frecuente en casos de LLC no mutada y con
expresion alta de ZAP-70 o CD38.(65, 68, 89, 170) ATM participa en la via de
respuesta al dafio al DNA con lo que su pérdida de funcién disminuye la respuesta de
las células de LLC al tratamiento.(89, 175) Por otro lado, ATM puede estar mutado

tanto en presencia como en ausencia de deleciones de 11922-q23, siendo un factor
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pronéstico adverso de forma independiente.(68, 71-73) Al diagnéstico, los pacientes
con mutaciones en ATM presentan una SG y una supervivencia libre de tratamiento
(SLT) significativamente mas cortas que los pacientes con ATM germinal. (68, 71-73)
A pesar de ello, el impacto de las mutaciones en ATM en la respuesta al tratamiento
de quimioterapia todavia es una cuestién por esclarecer. En estudios ex vivo, las
células de LLC con delecion de 11g22-9q23 con el otro alelo de ATM germinal
conservan una respuesta adecuada al dafio al DNA, lo que sugiere que la pérdida de
un unico alelo no seria suficiente para inducir quimiorefractariedad.(89) De forma
consistente con estos datos, los pacientes del estudio LRF CLL4 del grupo inglés con
delecién de 11922-q23 y mutacion del otro alelo de ATM presentaban una SLP
(mediana de 7.4 meses) significativamente inferior a aquellos pacientes con delecién
de ATM pero con un segundo alelo no mutado (17.1 meses), ATM germinal (28.6
meses), 0 sélo con un alelo mutado de ATM (30.8 meses). Ademas, los pacientes con
la pérdida bialélica de ATM tenian una SG inferior a los pacientes con ATM germinal, o
con s6lo ATM mutado (mediana 42.2 meses vs. 85.5 meses vs. 77.6 meses,
respectivamente).(176) Ademas, cabe destacar que a pesar del mal pronéstico
observado en los pacientes tratados con agentes alquilantes o analogos de las
purinas, los regimenes de inmunoquimioterapia parecen superar el efecto adverso de
esta alteracion. En este sentido, los pacientes con delecion de 11q22-q23 tratados con
la combinacion de FCR consiguieron una tasa de respuestas y una SLP similares a los

pacientes de riesgo citogenético estandar.(167)

Ademas de las mutaciones y deleciones de TP53 y ATM, existen otros factores
que podrian jugar un papel relevante en la alteracion de la via de reconocimiento de
dafio en el DNA. Estos mecanismos incluirian alteraciones de MDM2, gen que regula
la funcién de TP53.(89, 177, 178) La presencia de polimorfismos de MDM2 que
causan una expresion aberrante de MDM2 se ha asociado a un pronostico adverso en

la LLC.(89, 175, 178)
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Figura 3. Via del daio inducido al DNA. Mecanismo de acciébn empleado por
diferentes farmacos utilizados comiunmente en el tratamiento de la LLC, como los
agentes alquilantes y los analogos de las purinas. (Elaboraciéon personal).

Al diagndstico, las alteraciones de peor pronéstico como la delecién de 11q y la
delecién de 17p son poco frecuentes, pero pueden aparecer durante la evolucién de la
enfermedad. Dado que su presencia puede influir en la eleccidon del tratamiento
escogido y predecir la respuesta al mismo, su deteccién deberia repetirse en el
momento de la progresion de la enfermedad o antes de administrar un nuevo
tratamiento. Ademas, debido al impacto pronéstico de las mutaciones de TP53 de
forma independiente a la delecion de 17p, el analisis mutacional de TP53 podria ser

también aconsejable en el momento de la progresion de la enfermedad.

Tanto las mutaciones de TP53 como de ATM tienen notables implicaciones
clinicas en los pacientes con LLC.(167, 173) Asi, esta bien establecido que en

aquellos pacientes con disfuncion de TP53 deberian plantearse tratamientos
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especificos e incluso el trasplante alogénico como estrategia terapéutica ya en la
primera linea de tratamiento,(179-191) y que los pacientes con disrupcién de ATM

serian candidatos a regimenes con combinaciones de inmunoquimioterapia.

A pesar de todo ello, las alteraciones de TP53 explican sélo alrededor de un
40% de los casos que presentan refractariedad al tratamiento de quimioterapia, con lo
que todavia queda por dilucidar qué alteraciones son las responsables de la falta de
respuesta al tratamiento en mas de la mitad de los casos.(192) En este sentido, las
nuevas alteraciones moleculares descubiertas en los ultimos afios deben aportar

mayor luz a la patogénesis de la LLC de alto riesgo.

1.3.2.2. Relevancia clinica de las nuevas mutaciones en laLLC

Mas alla de las mutaciones en TP53 o ATM, el hallazgo de nuevas mutaciones
mediante las técnicas de secuenciacion completa del genoma, debe ayudar a clarificar
las bases moleculares de los subgrupos de pacientes con una LLC con un curso de la
enfermedad mas agresivo. Aunque sus implicaciones clinicas precisas todavia deben
ser validadas, diversos estudios retrospectivos han mostrado que las mutaciones en
NOTCH1, SF3B1y BIRC3 se correlacionan con el pronéstico y con la evolucion de los
pacientes con LLC. Los pacientes con NOTCH1 mutado tienen una progresion de la
enfermedad mas rapida y presentan una supervivencia acortada (21% - 45% a los 10
afos) en comparacion con los pacientes con NOTCH1 germinal (56% - 66% a los 10
afios). Ademas, la mutacién de NOTCH1 se ha asociado a un mayor riesgo de
transformacién a sindrome de Richter.(91, 92, 98, 99) De forma similar, los pacientes
con SF3B1 mutado presentan un tiempo hasta requerir tratamiento mas corto asi
como una supervivencia inferior (10% - 48% a los 10 afios) a los pacientes con SF3B1
germinal (60% - 77% a los 10 afios).(93, 100, 106) Actualmente, la relevancia clinica
de estas mutaciones esta siendo validada en diversos estudios prospectivos y en

ensayos clinicos. En este sentido, en una cohorte de pacientes con LLC bien
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caracterizada desde el diagnéstico incluida en el estudio escandinavo Scandinavian
Lymphoma Etiology study, tanto las mutaciones de NOTCH71 como de SF3B1 se han
asociado a una evolucidon desfavorable de la enfermedad, tanto en términos de un
corto tiempo hasta la necesidad de tratamiento como de supervivencia.(193) El
analisis de estas mutaciones en el ensayo LRF CLL4 del grupo inglés, también
corrobora el impacto negativo de estas alteraciones. En este estudio, tanto los
pacientes con NOTCH1 mutado como SF3B7 mutado presentaban una supervivencia
inferior a los pacientes sin mutacion en estos de genes (55 meses, 54 meses, vs. 83
meses), aunque mayor a la que presentaban los pacientes con TP53 mutado (26
meses).(194) Finalmente, en el momento actual sélo disponemos de datos
preliminares sobre el impacto de las alteraciones de BIRC3 en la evolucion de los
pacientes con LLC. AUn asi, su alta prevalencia en una poblacion de enfermos
refractarios a fludarabina sugiere la asociacibn de esta alteracion con la

quimiorefractariedad de los enfermos y la progresion de la enfermedad.(109)

Mediante la integracion de estos datos al modelo jerarquico del FISH, se ha
propuesto un nuevo modelo pronédstico con la intencién predecir de forma mas precisa
la evolucion de los pacientes. Asi, se han formulado cuatro grupos genéticos de

riesgo:(195)

1. Alto riesgo: pacientes con alteraciones en TP53 y/o en BIRC3 de forma
independiente a la presencia o no de otras alteraciones, con una prevalencia al
diagnostico entorno al 15% - 20% de los enfermos, y con una supervivencia
esperada a los 10 afios del 29%.

2. Riesgo intermedio: pacientes con mutaciones en NOTCH1 o SF3B1, o delecion
de 11922-923, con una prevalencia al diagnéstico del 15% - 20%, y una

supervivencia calculada a los 10 afos del 37%.
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3. Bajo riesgo: pacientes con trisomia 12 o con una citogenética normal, que
comprenderian el 40% de los pacientes al diagnéstico, con una supervivencia a
los 10 afios del 57%.

4. Muy bajo riesgo: pacientes con la presencia de delecién de 13gq14 sin otras
alteraciones, con una prevalencia al diagnéstico del 20% - 25%, y una

supervivencia parecida a la de la poblacion general, 69% a los 10 afios.

1.3.2.3.- Estado mutacional de los genes IGHV

En funcion del estado mutacional de los genes de IGHV se describen dos
formas clinicas de LLC, la LLC con hipermutacién de /IGHV (LLC mutada) y la LLC sin
hipermutacién de /IGHV (LLC no mutada). Los pacientes con LLC no mutada presentan
un pronéstico claramente desfavorable en comparacion con los pacientes con una LLC
mutada,(17, 18) y se relaciona con factores pronosticos adversos (p.ej. del 11q22-23 o
del 17p13.1), a la necesidad de tratamiento precoz y a una menor supervivencia. Por
el contrario, la LLC mutada se asocia a una evolucién clinica menos agresiva de la
enfermedad y a una supervivencia de los pacientes superior a los 10 afios. El valor
pronéstico del estado mutacional es independiente de los estadios clinicos y de las
alteraciones citogenéticas. Po otro lado, aunque los datos reportados hasta el
momento no evidencian que pueda predecir la respuesta al tratamiento, si parece ser

un buen predictor de su duracién.(81, 175, 196)

Ademas del estado mutacional, la presencia de ciertas familias de genes VH
también se ha relacionado con la evolucién de de los enfermos. En este sentido,
IGHV3-21 se ha asociado a un curso clinico agresivo de la enfermedad con

independencia del estado mutacional.(197)
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1.3.2.4.- ZAP-70

ZAP-70 (zeta-associated protein-70) es una proteina tirosin-kinasa intracelular
miembro de la familia Syk que se asocia a la cadena ¢ del complejo CD3 de los
linfocitos T.(198) Originalmente fue identificada en los linfocitos T y natural killer (NK),
donde juega un papel fundamental en la sefalizacidn a través del receptor de la célula
(TCR).(198-200) Después de la estimulacion del TCR, ZAP-70 se fosforila y participa
en la transduccién de sefiales de diferenciaciéon celular, proliferacion y desarrollo de
funciones efectoras de los linfocitos T. En la LLC, se observdé que una proporcion
variable de sus linfocitos expresaban esta proteina, y que su nivel de expresiéon se
correlacionaba con el estado mutacional.(14, 41, 201-203) La expresioén alta de ZAP-
70, usualmente utilizando un punto de corte del 20% mediante citometria de flujo, se
asocia de forma consistente a la ausencia de mutaciones IgVH, y a su vez, los casos
con expresion baja a IgVH mutados. Ademas, la expresion de ZAP-70 se correlaciona
con un prondstico adverso en la LLC, de forma independiente del estado mutacional.
Los casos con expresion alta presentan un tiempo a la progresién y una supervivencia
global inferiores a los casos con expresion baja. (41, 41, 201, 201-204) Sin embargo,
no existe una evidencia clara que la expresién de ZAP-70 pueda predecir una peor

respuesta al tratamiento.(82, 175)

Las razones por los que se expresa ZAP-70 en las células tumorales de LLC y
los mecanismos bioldégicos que determinan un curso de la enfermedad mas agresiva,
todavia no estan bien clarificados. El pronéstico negativo de la expresion de ZAP-70
podria explicarse, en parte, por la mayor capacidad de respuesta antigénica a través
de la sefializacion del BCR de estas células. ZAP-70 puede modular la sefalizacién a
través del BCR en los linfocitos de LLC, y aumentar y prolongar la sefalizacion de
otras moléculas como Syk.(46, 46, 205, 206) Ademas, recientemente se ha asociado

la expresion de ZAP-70 a una mayor capacidad de migracion de las células de LLC
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como consecuencia de una mayor expresion de determinados receptores como CCR7
y un aumento en la respuesta a sus ligandos CCL19 y CCL21.(207-209) Esta ventaja
en la migracién y en la respuesta a estimulos de supervivencia procedentes del
microambiente podria explicar la mayor agresividad clinica observada en estos

pacientes.

1.3.2.5.- CD38

CD38 es una glicoproteina de membrana tipo Il de 45-kDa que se comporta a
la vez como receptor y como enzima de superficie celular.(210) CD38 se encuentra
ampliamente expresado dentro del sistema hematopoyético en células progenitoras de
la médula 6sea, monocitos, plaquetas y eritrocitos.(211) En la LLC, varios estudios
demostraron la asociacidon entre la expresion alta de CD38 y la ausencia de
mutaciones IGVH, asi como con una evolucién desfavorable de la enfermedad.(17, 40,

212-217)

Desde un punto de vista biologico, la interaccion entre CD38 y CD31 expresado
por diferentes tipos celulares como células endoteliales, estromales y “nurse-like cells”,
confiere sefiales de supervivencia a las células de LLC.(218) Estas interacciones
probablemente predominan en los ganglios linfaticos y en la médula ésea.(134, 219,
220) Ademas, las células de LLC CD38 positivas presentan un aumento en su

capacidad migratoria hacia CXCL21, especialmente si coexpresan ZAP-70.(207, 209)
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1.3.2.6.- CD49d

CD49d o integrina o4, actia como molécula de adhesion en interacciones
célula-célula a través de su unién con VCAM-1 (vascular-cell adhesion molecule-1), y
en interacciones con componentes de la matriz extracelular mediante su unién con
fribronectina o con Emilin-1 (elastin microfibril interfacer-1).(221, 222) Estas
interacciones aportan senales de supervivencia a las células de LLC.(223) Desde un
punto de vista clinico, varios grupos relacionaron la expresion elevada de CD49d en
las células de LLC (> 30% determinada por citometria de flujo), con un curso mas

agresivo de la enfermedad.(224-227)
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1.3.3.- Marcadores séricos

Varios estudios muestran que el analisis del valor sérico de CD23, timidin
kinasa (TK) y de la B,-microglobulina puede predecir la supervivencia libre de
progresion o la supervivencia global de los pacientes con LLC.(228-231) De ellos, el
mas ampliamente utilizado es la determinacion de la B,-microglobulina sérica, el cual
se ha correlacionado de forma robusta en varios estudios con el pronéstico de los
pacientes con LLC.(231-233) La timidin kinasa es una enzima celular implicada en la
sintesis del DNA. Su medida refleja probablemente el grado de proliferacién de las
células de LLC.(234) El CD23 sérico es otro parametro en el que sus niveles elevados

predicen un riesgo de progresién mas precoz en la LLC.(235)
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1.3.4.- Parametros cinéticos: tiempo de duplicacion linfocitaria

El tiempo de duplicacion linfocitaria (TDL) se define como el periodo de tiempo
necesario para doblar el recuento linfocitario en sangre periférica. Es un parametro
sencillo de calcular, que si bien no esta disponible al diagnéstico, se puede calcular
por extrapolacién en un breve periodo de tiempo. Es un parametro util en pacientes en
estadios precoces, Binet A o Rai 0-1, que nos permite evaluar la cinética de la
enfermedad. Un TDL inferior a 12 meses predice un curso clinico mas agresivo y una
supervivencia inferior en comparacion con los pacientes que presentan un TDL mayor
o cifras linfocitarias estables.(236-238) Incluso, de forma aun mas simple que el TDL,
el recuento linfocitario absoluto, demostré también la capacidad de predecir la SLP y

SG de los pacientes con LLC.(231)
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1.3.5.- Biopsia médula é6sea

La medula 6sea en la LLC suele estar infiltrada por > 30% de linfocitos. El tipo
de infiltracion de la biopsia medular, difusa vs. no difusa, refleja la carga tumoral de los
enfermos y proporciona informacién pronéstica.(158) La presencia de un patron de
infiltracion difuso se asocia a un peor pronéstico de la enfermedad en comparacion

con el patrén intersticial, nodular o mixto (intersticial y nodular).(158)
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1.3.6.- Respuesta al tratamiento como factor prondstico: impacto de Ia

enfermedad minima residual

La calidad de la respuesta al tratamiento recibido es un predictor de la duracion
de la misma y de la supervivencia en la mayoria de las enfermedades oncolégicas. En
este sentido, numerosos estudios en la LLC han demostrado que los pacientes que
consiguen una mejor respuesta al tratamiento, fundamentalmente cuando se logra
negativizar la EMR, presentan una duraciéon de la respuesta y una supervivencia
mayor.(182, 239-246) Cada vez disponemos de datos mas solidos sobre el valor
predictivo de la EMR y de su impacto sobre la evolucién de los enfermos en la LLC.
Recientemente, los datos del estudio CLL8 del German CLL Study Group (GCLLSG)
corroboraron el valor predictivo de la cuantificacion de la EMR en una serie amplia de
enfermos dentro de un estudio prospectivo aleatorizado. En este estudio se analizaron
de forma prospectiva los niveles de EMR obtenidos tras el tratamiento con fludarabina
y ciclofosfamida (FC) o rituximab, ciclofosfamida y fludarabina (FCR) en 493 pacientes.
Los niveles de EMR fueron categorizados como bajos (<10®), intermedios (=10* a
<107?), y altos (=210?). La mediana de SLP en los pacientes agrupados segin los
niveles de EMR obtenidos tras el tratamiento fue de 68,7 meses, 40,5 meses y 15,4
meses para los niveles de EMR bajo, intermedio y alto. Los niveles de EMR también
fueron predictores de la supervivencia de los enfermos con una mediana de SG de
48,4 meses para los pacientes en el grupo de EMR alto, en contraste con una mediana
de SG todavia no alcanzada en el grupo de EMR bajo. Ademas, demostraron que el
valor de la EMR es independiente de otros factores pronésticos, asi como de la terapia

previa empleada (FCR vs. FC).(244)

A pesar de todo ello, todavia esta actualmente en discusién si el conseguir una
EMR negativa debe ser uno de los objetivos del tratamiento.(239, 243) Ademas, no
existen datos soélidos sobre el posible beneficio de intensificar el tratamiento de los

pacientes con persistencia de EMR positiva tras un tratamiento inicial, por ejemplo con
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estrategias de consolidacién o mantenimiento, o de retratar aquellos pacientes con
EMR negativa cuando la positivizan. En este sentido, en la actualidad no se
recomienda su evaluacién en la practica clinica habitual y se reserva su analisis dentro
del contexto de ensayos clinicos con tratamientos dirigidos a obtener respuestas
profundas y duraderas.(154) Finalmente, todavia se desconoce cual sera su valor en
los pacientes tratados con los nuevos farmacos, como los inhibidores de tirosin
quinasas, los cuales consiguen un muy buen control de la enfermedad aunque no se

obtenga en la mayoria de los casos una respuesta completa de la misma.(247, 248)
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1.4. Manifestaciones clinicas de la LLC

La presentacion clinica de la LLC es variable. La gran mayoria de diagnésticos
se realizan en pacientes asintomaticos por el hallazgo casual de una linfocitosis en
una analitica de rutina. A pesar de ello, algunos pacientes pueden referir sintomas,
tanto al diagnostico como durante la evolucion de la enfermedad. Los pacientes
pueden presentar crecimiento adenopatico, organomegalias, como hepatomegalia o
esplenomegalia, hipertrofia amigdalar y/o alteraciones cutaneas, y aunque de forma
infrecuente, pueden también referir sintomas B como son sudoracién nocturna, fiebre,
o pérdida de peso, asi como cansancio e intolerancia fisica progresiva.(159, 160)
Ademas, pueden presentar infecciones de repeticion, favorecidas por la
hipogammaglobulinemia que se encuentra de forma frecuente en estos pacientes

(60%).

Otros fendbmenos asociados a la enfermedad son las alteraciones autoinmunes,
de entre las cuales las mas frecuentes son la anemia hemolitica (10% a 25% de los
casos) y la trombocitopenia (2%).(249) De forma mas infrecuente (<1%) los pacientes
pueden desarrollar una eritroblastopenia.

Finalmente, los pacientes con LLC pueden presentar una transformacion a un
sindrome linfoproliferativo de alto grado. Entre un 2% - 8% de los pacientes pueden
desarrollar un linfoma difuso de células grandes B, sindrome de Richter, y de forma
muy infrecuente, un linfoma de Hodgkin, <1%.(250, 251) Otra consideracién a tener en

cuenta, es una mayor asociacion a segundas neoplasias.
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2. Tratamiento de la leucemia linfatica croénica.

Durante varias décadas el tratamiento de la LLC se ha basado en el empleo de
agentes alquilantes como el clorambucilo, en los analogos de la purinas,
principalmente la fludarabina, o en la asociacién de ambos, como la combinacién de
fludarabina y ciclofosfamida.(252-257) Posteriormente, las combinaciones de
inmunoquimioterapia han revolucionaron el tratamiento de esta enfermedad,
consiguiendo mejorar la tasa de respuestas y la calidad de ellas, con la negativizacion
de la EMR, lo que se ha traducido en intervalos de supervivencia libre de progresién
superiores a los cinco afios y en una mayor supervivencia de los enfermos.(167, 258-

260)
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Figura 4. Vision histérica del tratamiento de primera linea en los pacientes con
LLC. RP: respuesta parcial; RC: respuesta completa. (Elaboracién personal).

A pesar de ello, los pacientes con LLC siguen recayendo y la LLC continua
siendo una enfermedad incurable mas alla del trasplante de progenitores
hematopoyéticos. Por este motivo, se han ensayado diversas estrategias terapéuticas
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con el fin de disminuir el riesgo de recaida de los enfermos como es el control de la
enfermedad minima residual mediante los tratamientos de mantenimiento. Asimismo,
todavia no disponemos de tratamientos eficaces en diversos subgrupos de pacientes
con esta enfermedad. En este sentido, los pacientes con determinadas alteraciones
genéticas, fundamentalmente con disfuncion de TP53, no responden de forma
adecuada a las combinaciones de inmunoquimioterapia y presentan todavia
actualmente un pronoéstico infausto como consecuencia de su enfermedad.(81, 82,
166, 167) Por otro lado, la LLC es una leucemia que predomina en pacientes mayores
lo cual deriva en que gran parte de los pacientes no puedan beneficiarse de las
combinaciones de tratamiento mas activas, pero también mas intensivas, y que se
deba adaptar el tratamiento de acuerdo con el estado fisico de los pacientes.
Finalmente, fruto del mayor conocimiento adquirido de la biologia de la
enfermedad, se estan desarrollando toda una serie de nuevos farmacos dirigidos
contra dianas biologicas propias de la LLC. De entre ellos deben destacarse los
inhibidores de tirosin quinasa capaces de bloquear las sefales derivadas del BCR, los
inhibidores de sefiales antiapoptéticas como BCL2 y los farmacos
inmunomoduladores, los cuales estan obteniendo unos resultados muy
esperanzadores y que podrian cambiar el paradigma del tratamiento de esta

enfermedad.(261-265)
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2.1. Indicacion de tratamiento en la LLC

El inicio del tratamiento en los pacientes con LLC actualmente esta Unicamente
indicado en los estadios avanzados y en la enfermedad sintomatica o progresiva. En
los pacientes en estadio inicial, Binet A y Rai 0, se debe mantener una conducta
expectante hasta que se observe la progresién de la enfermedad. El tratamiento en
estadios iniciales no modifica la historia natural de la enfermedad ni la expectativa de
vida de los pacientes.(266) Por lo tanto, estos pacientes no deben tratarse salvo que
existan signos claros de actividad de la enfermedad, como son los siguientes criterios
recomendados por el International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia

(IWCLL) (154):

1) Sintomas generales: fiebre, superior a 38°C durante 2 meses sin evidencia
de infeccion, sudoracién nocturna o pérdida de peso de mas del 10% del peso

corporal en los ultimos 6 meses.

2) Linfadenopatias: sintomaticas, de crecimiento progresivo o masivo, mas de

10 cm.

3) Esplenomegalia: sintomatica, de crecimiento progresivo o de gran tamafio,

mas de 6 cm por debajo del reborde costal derecho.

4) Fallo medular progresivo: aparicibn o empeoramiento de la anemia o

trombocitopenia.

5) Linfocitosis progresiva: tiempo de duplicaciéon linfocitario en un periodo
menor de 6 meses o incremento en mas del 50% del recuento linfocitario en un

periodo menor de 2 meses.

6) Anemia hemolitica o trombocitopenia inmune que no respondan al

tratamiento corticoesteroideo.
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7) Astenia severa que interfiera con las actividades de la vida diaria.

Los pacientes con un estadio de Binet B y de Rai | y Il deben ser tratados
cuando se evidencie progresion de la enfermedad o enfermedad sintomatica. En los
pacientes con un estadio de Binet C y de Rai lll o IV puede considerarse el inicio del

tratamiento de forma precoz.

48



Introduccion.

2.2. Evaluacion de la respuesta al tratamiento

La evaluacion de la respuesta se realiza en base a los criterios establecidos por

el IWCLL.(154)

Tabla 3. Criterios de evaluacioén de la respuesta en la LLC.
RC RP EP ES

Adenopatias <1.5cm Disminucién > Incremento > Cambio de - 49%

50% 50% a+49%
Tamano higado y/o Tamafo normal Disminucion > Incremento > Cambio de - 49%
bazo 50% 50% a+49%
Sintomas Ninguno Alguno Alguno Alguno
constitucionales
Leucocitos > 1500/pl > 1500/ul o Cualquier valor  Cualquier valor
polimorfonucleares Aumento del

50% sobre la

cifra basal
Linfocitos B Ninguno Descenso > Incremento > Cambio de - 49%
clonales 50% del basal 50% del basal a+49%
circulantes
Recuento > 100.000/pl >100.000/ul o  Descenso = Cambio de - 49%
plaquetario incremento 2 50% del basal a+49%

50% del basal secundario a

LLC

Hemoglobina > 11,0 g/dI >11g/dlo Descenso >2  Incremento <

incremento = g/dl del basal 11,0

50% del basal secundario a g/dl o < 50%
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Médula 6sea

Normocelular,
30%
linfocitos, no
nédulos
linfoides B; la
médula ésea
hipocelular

define la RCi

= 30%
linfocitos, o
ndédulos
linfoides B, o

no realizada

LLC

Incremento de

linfocitos >

30%

del basal, o
descenso < 2 g/di
Infiltrado medular

sin cambios

RC: remision completa, deben cumplirse todos los criterios; RP: remisién parcial, al menos
debe cumplirse uno de los criterios; EP: enfermedad progresiva, al menos debe cumplirse uno

de los criterios; ES: enfermedad estable, deben cumplirse todos los criterios
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2.2.1. Evaluacion de la enfermedad minima residual

La deteccion de la enfermedad minima residual tras un tratamiento en la LLC
se realiza mediante PCR alelo-especifica o mediante citometria de flujo. Ambos
métodos son suficientemente sensibles como para detectar una célula de LLC de entre
10* leucocitos.(267) Asi, la remision con enfermedad minima residual negativa (EMR)
se define como la presencia de menos de una célula de LLC por 10 leucocitos tras el
tratamiento.(154) La citometria de flujo, por su mayor simplicidad, es el método
utilizado en la mayoria de centros. Para ello se utilizan combinaciones de cinco tubos
con cuatro colores de anticuerpos segun el método descrito por Rawstron y cols,.(267)
Actualmente existen varias iniciativas, fundamentalmente desde el grupo europeo
ERIC (European Research Initiative in CLL), para optimizar la técnica con
combinaciones de seis y ocho fluorocromos, lo que debe permitir simplificar el analisis
y disminuir la cantidad de células y reactivos utilizados.(268) Sin embargo, todavia
quedan varios aspectos por determinar en el analisis de la EMR en la LLC. Uno de
ellos es si la EMR debe determinarse en la sangre periférica o en la médula 6sea,
particularmente en los pacientes tratados con anticuerpos monoclonales como
alemtuzumab o rituximab los cuales son mas activos en eliminar la enfermedad de la

sangre periférica, o el momento mas adecuado para el analisis.

51



52



Introduccion.

2.3. Tratamiento de quimioterapiaenlaLLC

2.3.1. Agentes alquilantes

2.3.1.1. Clorambucilo

Durante afios el tratamiento de la LLC ha estado ligado al uso de agentes
alquilantes, principalmente el clorambucilo, aunque sin conseguir practicamente
ningun impacto sobre la historia natural de la enfermedad.(252, 253) El clorambucilo
es un farmaco derivado de la mostaza nitrogenada que actua mediante el
entrecruzamiento de la hélice del ADN interfiriendo en la replicacién.(269) En la LLC,
el farmaco se us6 ampliamente tanto en monoterapia como en combinacién con
esteroides antes de la era de los analogos de la purina. Es un medicamento bien
tolerado y de bajo coste, de administracion oral de forma continua (0.1mg/kg/dia), o
intermitente (0.4-1 mg/kg cada 15 - 28 dias). En la LLC, el clorambucilo consigue
respuestas en alrededor del 40 - 60% de los pacientes, aunque estas rara vez son
completas, 0% - 7%, y los enfermos progresan de forma constante con una mediana
de SLP entorno a los 9 - 18 meses.(81, 182, 254, 266, 270, 271) La administracién de
clorambucilo asociado a corticoides no demostré ser superior al clorambucilo en
monoterapia en la tasa de respuestas obtenida, ni en la supervivencia de los
pacientes. Ademas se observé una mayor incidencia de infecciones con el uso
combinado. Finalmente, varios estudios aleatorizados no hallaron ninguna ventaja con
el tratamiento precoz con clorambucilo de los pacientes en estadios iniciales de la
enfermedad.(266, 271-273) Estos estudios mostraron que el tratamiento citotoxico de
los pacientes con LLC en estadios iniciales podia diferirse sin perjudicar la evoluciéon

de los pacientes.
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2.3.1.2. Quimioterapia en combinacién frente a clorambucilo en monoterapia

Posteriormente se exploré la posibilidad de que tratamientos mas intensivos de
quimioterapia consiguieran mejorar los resultados obtenidos en estos pacientes. Sin
embargo, el empleo de combinaciones mas intensivas de quimioterapicos como
ciclofosfamida, vincristina y prednisona (COP), incluso afadiendo adriamicina (CHOP)
no obtuvo ningun beneficio en la supervivencia de los enfermos en comparacion con el

tratamiento con clorambucilo.(270, 274-276)
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2.3.2. Analogos de las purinas

La aparicion de los analogos de las purinas, principalmente la fludarabina, la
cladribina y la pentostatina, en la década de los noventa supuso un avance importante
en el tratamiento de la LLC. De entre ellos, la fludarabina ha sido el mas estudiado y
es actualmente el mas utilizado. Su mecanismo de acciéon se desarrolla a través de
sus derivados fosforilados que producen la inhibicidn de la ribonucleétido reductasa y
de la DNA polimerasa, y la disminucién de la sintesis del DNA. Su efecto adverso mas
frecuente es la mielosupresion. La fludarabina es un farmaco muy activo en el
tratamiento de la LLC con una tasa de respuesta del 80% en pacientes previamente no
tratados, porcentajes superiores a los conseguidos con los agentes alquilantes.
Ademas se obtuvo una mayor duracién de la respuesta obtenida en comparacién con
clorambucilo, aunque no se observd un beneficio significativo en la supervivencia

global de los enfermos.(254-257)

2.3.2.1. Fludarabina en combinacion

Con el fin de mejorar estos resultados, diferentes estudios evaluaron la
combinacion de fludarabina con otros agentes quimioterapicos, principalmente con la
ciclofosfamida. Tres ensayos clinicos aleatorizados estudiaron el uso de fludarabina en
combinacién con ciclofosfamida (FC) en comparacion con fludarabina en monoterapia
en pacientes con LLC previamente no tratados,(81, 166, 277) y un estudio comparé la
combinacién de cladribina con ciclofosfamida enfrente de cladribina sola.(278) La tasa
de respuesta y la SLP obtenidas fueron significativamente mejores con la adicién de

ciclofosfamida.
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Tabla 4. Resultados de los estudios randomizados de fludarabina en combinacion con

ciclofosfamida como tratamiento de primera linea en la LLC.
RG RC SLP mediana

FC F

FC(%) F(%) FC (%) F(%)  (meses) (meses)

LRF CLL4 trial® 94 80 38 15 43 23

GCLLSG'®® 94 83 24 7 48 20

US Intergroup

Trial E299727 74,3 59,5 23,4 4,6 31,6 19,2

RG: tasa respuesta global; RC: tasa respuesta completa; SLP: supervivencia libre de
progresion; FC: fludarabina y ciclofosfamida; F: fludarabina.

2.3.2.2. Combinacion de fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrone

A pesar de los buenos resultados obtenidos con la introduccion de los analogos
de las purinas en el tratamiento de la LLC, en ninguno de los trabajos previamente
citados se observo un beneficio en la supervivencia global de los pacientes. Con el fin
de mejorar estos resultados obtenidos con fludarabina y ciclofosfamida (FC) se
disefiaron nuevas combinaciones de quimioterapia. Uno de los regimenes con
resultados mas prometedores fue la combinacion de FC con mitoxantrone (FCM).
Mitoxantrone es una anthracenedione con capacidad de inhibir la topoisomerasa Il. En
estudios in vitro se observd que la adicion de mitoxantrone a fludarabina y
ciclofosfamida aumentaba la citotoxicidad de esta combinacion en algunos casos.(279,
280) La combinacion de FCM demostro ser activa en pacientes con LLC tanto en
pacientes en situacién de recaida o refractariedad como en primera linea.(243, 245,
281) De estos estudios cabe destacar que se obtuvo un porcentaje de respuestas

completas en las que no se detectaba la presencia de enfermedad minima residual
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(RC EMR negativa), incluso en pacientes previamente tratados. (243, 245, 281) Estos
enfermos con RC EMR negativa presentaban una duracion de la respuesta
significativamente mayor que los enfermos con enfermedad detectable al finalizar el

tratamiento.(243)
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2.3.3. Tratamiento ajustado a las comorbilidades

La poblacién de pacientes con LLC de edad avanzada esta poco representada
en la gran mayoria de ensayos clinicos, a pesar de que la mediana de edad de
presentacion de esta enfermedad esté por encima de los 70 afos. Asi, aunque las
nuevas combinaciones de quimioterapia hayan conseguido las mejores tasas de
respuesta en la LLC, éstas suelen ser mal toleradas en los pacientes de edad
avanzada y en los pacientes con comorbilidades asociadas. En este sentido, el grupo
aleman de estudio de la LLC compard en un ensayo fase lll aleatorizado el tratamiento
con fludarabina vs. clorambucilo en pacientes con LLC de edad avanzada. Cabe
destacar que aunque la tasa de respuestas globales y de respuestas completas fue
superior en la rama de tratamiento con fludarabina (72% vs. 51%; 7% vs. 0%,
respectivamente), no se observdé ninguna diferencia en la SLP (19 meses vs. 18

meses) o en la SG (46 meses vs. 64 meses) entre los dos brazos de tratamiento.(282)
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Figura 5. Pacientes con edad > 70 anos en diferentes ensayos clinicos y en la
poblacién general.

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results; LRF CLL4: FC vs. F*, MDACC:
FCR?®®; GCLLSG: FCR vs. FC'®. (Elaboracién personal).
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Hay que tener en cuenta también que ademas de la edad, es importante
valorar las comorbilidades de los pacientes en el momento de elegir el tratamiento mas
apropiado para cada uno de ellos. Una proporcion significativa de los pacientes con
LLC tienen comorbilidades que pueden limitar sus opciones de tratamiento. La
prevalencia de comorbilidades en la LLC fue investigada por el grupo de la Clinica
Mayo donde hallaron que el 89% de los pacientes recién diagnosticados de LLC
presentaban al menos una comorbilidad, siendo ésta una comorbilidad mayor en un
46% de ellos.(283) Actualmente se estan desarrollando escalas para valorar estas
comorbilidades con el fin de poder elegir la mejor opcion de tratamiento para los
pacientes. En este sentido, el grupo aleman de estudio de la LLC ha introducido en
sus ensayos clinicos el uso de la escala CIRS (Cumulative llines Rating Scale) (284)
como una herramienta para distinguir entre los pacientes con o sin un adecuado

estado fisico.
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2.4. Tratamiento de inmunoquimioterapia en la LLC

La adicién de anticuerpos monoclonales, principalmente el rituximab, a la
quimioterapia convencional ha supuesto un importante avance en el tratamiento de los
sindromes linfoproliferativos B. El rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico
humano y murino dirigido contra el antigeno CD20 presente en la superficie de la gran
mayoria de los linfocitos B, a excepcion de los progenitores linfoides y de las células
plasmaticas. Aunque el mecanismo de accion del rituximab no es del todo bien
conocido, se cree que actuaria a través de tres mecanismos diferentes: citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo, citotoxicidad dependiente de complemento y por
apoptosis directa. Ademas, cabe resaltar que estudios in vitro han demostrado que el
rituximab potencia la citotoxicidad de varios citostaticos, como fludarabina y
mitoxantrona entre otros.(285) En la LLC, las combinaciones de rituximab junto con
fludarabina o con fludarabina y ciclofosfamida han obtenido las tasas de respuesta
mas altas publicadas hasta la fecha.(167, 258-260)

Entre sus efectos adversos destacan los relacionados con su infusibn, como
son los escalofrios, la fiebre y la hipotension, debidos principalmente a la liberaciéon de
citoquinas inflamatorias. Estas reacciones infusionales pueden minimizarse
enlenteciendo su perfusion y escalando la dosis. Ademas, en aquellos pacientes con
un recuento elevado de linfocitos, puede desarrollarse un sindrome de lisis tumoral,
por lo que se recomienda que este tipo de pacientes reciban una adecuada

hidratacién durante la primera infusién del farmaco.
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2.4.1. Rituximab en la leucemia linfatica créonica

En el ensayo fase Il pivotal de rituximab en sindromes linfoproliferativos B la
respuesta obtenida en los pacientes con LLC fue claramente inferior a la de otros
linfomas, con una tasa de respuesta global del 13% vs. un 50% en los pacientes con
linfoma folicular.(286) En otros pequefios ensayos utilizando rituximab en monoterapia
en el tratamiento de pacientes con LLC en situacién de refractariedad o en recaida se
obtuvieron también unos resultados bastante modestos.(286-291) Se han propuesto
diferentes hipotesis para explicar las diferencias de respuesta observadas en el
tratamiento con rituximab en la LLC en comparacion con otros sindromes
linfoproliferativos B. En la LLC habria un mayor aclaramiento del rituximab por un
mayor numero de linfocitos B circulantes y/o por la presencia de CD20 circulante en el
plasma. Asimismo, la LLC presenta una expresion de CD20 mas baja en la superficie
celular de sus linfocitos. Finalmente, se han propuesto también mecanismos de
modulacion antigénica e internalizacién del complejo CD20/anticuerpo.(292-294) Sin
embargo, hasta la fecha, el efecto de ninguno de estos mecanismos se ha podido

demostrar de forma sélida en los pacientes con LLC.

Con la intencion de aumentar la eficacia del rituximab en el tratamiento de la
LLC se explor6 tanto el aumento del niumero de ciclos como el de la dosis de
rituximab.(295, 296) EIl grupo de M.D. Anderson Cancer Center (MDACC) escal6 la
dosis de rituximab desde los 350 mg/m? hasta los 2250 mg/m?. Cabe resaltar que se
hallé una correlacion entre la dosis de rituximab y la respuesta obtenida, con una tasa
de respuesta global del 22% en los pacientes tratados con dosis de 500 mg/m®a 825

mg/m?y del 75% en aquellos tratados a la dosis mas alta, de 2250 mg/m?.(295)
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Introduccion.
2.4.2. Rituximab en combinacion con quimioterapia

La combinacién de rituximab con agentes quimioterapicos ha supuesto un paso
adelante muy importante en el tratamiento de la LLC. A pesar de la limitada respuesta
obtenida con el tratamiento con rituximab en monoterapia en la LLC, los resultados de
varios ensayos clinicos fase Il ya sugirieron que la adicién de rituximab a regimenes
de quimioterapia basados en fludarabina mejoraba de forma significativa la tasa de
respuestas completas y la SLP tanto en pacientes previamente no tratados como en
pacientes en recaida con LLC.(232, 233, 242, 258, 259, 297, 298) En estos trabajos, la
dosis estandar de rituximab de 375mg/m® utilizada en otros sindromes
linfoproliferativos B se aumentdé a 500mg/m%(232) En este sentido, la comparacion
retrospectiva de dos ensayos multicéntricos del CALGB (Cancer and Leukemia Group
B) sugiri6 que la adicion de rituximab a la fludarabina aportaba una mejor tasa de
respuestas globales, respuesta competas, asi como una mayor SLP e incluso SG en
comparacion con la fludarabina sola.(258) Por otro lado, en base a los buenos
resultados obtenidos con la combinacién de fludarabina y ciclofosfamida, el grupo de
MDACC evaludé la eficacia de esta combinacién asociada a rituximab, FCR
(fludarabina 25 mg/m?, ciclofosfamida 250 mg/m? dias 1-3, y rituximab 375 mg/m? el
dia 1 del ciclo 1 y 500 mg/m? el dia 1 de los ciclos 2-6, cada 4 semanas por 6 ciclos)
en pacientes con LLC. Con esta combinacién se obtuvo una tasa de respuestas
globales del 73% con un 25% de respuestas completas en sujetos con LLC refractaria
o0 en recaida, (233) y hasta del 95% con un elevado porcentaje de respuestas
completas, 72%, cuando se utilizd este régimen como tratamiento de primera
linea.(232) Ademas, la actualizacién del seguimiento de este estudio mostrd que estas
repuestas eran duraderas, con una mediana de tiempo hasta la progresiéon de 80

meses.(259)

63



Tabla 5. Inmunoquimioterapia con rituximab en combinacién en la LLC: estudios fase 2

Tratamiento

. Agentes  N° Pacientes RG% (RC)%
previo
Schulz y cols., 2002%*® Si F 31 87 (32)
Wierda y cols., 2005°*° Si FC 177 73 (25)
Byrd y cols., 2003**’ No F 51 90 (47)
Tam y cols., 2008%*° No FC 300 94 (72)
Kay y cols., 2007% No PC 64 91 (41)

F: fludarabina; FC: fludarabina y ciclofosfamida; PC: pentostatina y ciclofosfamida; RG: tasa de
respuesta global; RC: tasa de respuesta completa.

Los excelentes resultados obtenidos con las combinaciones de
inmunoquimioterapia promovieron la realizacion de un ensayo multicéntrico
aleatorizado fase Il por el grupo Aleman GCLLSG (German Chronic Lymphocytic
Leukemia Study Group). En este estudio, se comparé la eficacia de la combinacién de
FC con o sin asociar rituximab, FC vs. FCR, en pacientes con LLC previamente no
tratados.(167) Tanto la tasa de respuestas globales, 90% vs. 80%, como completas,
44% vs. 22%, fueron significativamente mayores en la rama de FCR en comparacién
con la de FC. Ademas, esta mejoria en la respuesta obtenida se observo en los
diferentes subgrupos de pacientes, tanto en los diferentes estadios de Binet como en
los diferentes subgrupos categorizados segun las alteraciones genéticas detectadas
por FISH, excepto en aquellos pacientes con delecién de 17p o aquellos sin anomalias
detectables. Asimismo, la duracibn de la respuesta obtenida también fue
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Introduccion.

significativamente mayor en el grupo de inmunoquimioterapia, con una mediana de
SLP de 51.8 meses en la rama de FCR en comparacion con 32.8 meses en la de FC.
Ademas, se observé un beneficio en la mayoria de los subgrupos genéticos,
incluyendo los pacientes con delecién de 17p, 11q,13q, y trisomia 12. A pesar de ello,
cabe destacar que el subgrupo de pacientes con delecién de 17p seguian presentando
la mediana de SLP mas corta en comparacion con los demas subgrupos de pacientes,
de tan so6lo 11.3 meses con FCR y unicamente de 6.5 meses con FC. La delecion de
17p, el tratamiento de quimioterapia, la ausencia de mutaciones de los genes IGHV, la
B.-microglobulina sérica mayor de 3.5 mg/L, y la leucocitosis superior a 50x10%L

fueron predictores de una SLP mas corta.

Un punto que debe resaltarse de este estudio es que por primera vez en un
ensayo aleatorizado en primera linea en la LLC se observd una mejoria en la
supervivencia global en los enfermos.(167) La supervivencia global fue superior en el
grupo de pacientes tratados con inmunoquimioterapia, 87% a los tres afos, en
comparacion con los pacientes que Unicamente recibieron quimioterapia, 83% a los
tres afos. Las variables predictivas de una menor SG fueron el tratamiento con
quimioterapia, la delecion de 17p, la B,-microglobulina sérica = 3.5 mg/L, valores de
timidin kinasa séricos = 10 U/L, y un ECOG performance status = 1. La presencia de la
delecién de 17p fue el predictor negativo mas relevante tanto para SLP como para la
SG, independientemente del tratamiento recibido. Por el contrario, la combinacion de
inmunoquimioterapia parecié abrogar el prondstico adverso de la delecion de 11g que
se habia observado previamente con el uso de quimioterapia. Finalmente, aunque la
combinaciéon de FCR caus6 un mayor numero de episodios de neutropenia, no hubo
diferencias en el numero de eventos infecciosos graves entre ambas ramas de

tratamiento.
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La mayor eficacia de la combinacién de inmunoquimioterapia FCR frente a FC
también se comprob6 en pacientes con LLC en recaida en otro extenso estudio fase 3

aleatorizado.(299)

Estos excelentes resultados han motivado que actualmente se considere la
combinacién de FCR como el tratamiento estandar de primera linea en los pacientes
con LLC que requieren tratamiento y presenten un estado fisico adecuado para recibir
este tratamiento. Sin embargo, cabe resaltar que un porcentaje importante de los
pacientes con LLC son de edad avanzada y presentan comorbilidades asociadas, lo
que hace que gran parte de ellos no sean candidatos a recibir estas combinaciones de
tratamiento. Por otro lado, los resultados claramente insatisfactorios obtenidos en el
subgrupo de pacientes con delecion de 17p obliga a que deban buscarse otras

alternativas terapéuticas en estos pacientes.

Tabla 6. Inmunoquimioterapia en la LLC: estudios randomizados fase 3.

Tratamiento

Régimen N° pacientes previo RG (%) RC (%) SLP
o
oy cols- FCR 408 N 90 44 e
FC 409 80 22 (a los 3 afios)
Robazlg(gy cols,. FCR 276 ) 70 o4 30 meses
2010 FC 276 Si 58 13 20 meses
(mediana)

RG: tasa respuesta global; RC: tasa respuesta completa; SLP: supervivencia libre de progresion; FCR:
fludarabina, ciclofosfamida y rituximab; FC: fludarabina y ciclofosfamida.

66



Introduccion.

2.4.2.1. Combinaciones de inmunoquimioterapia mas alla de FCR

La combinacién de inmunoquimioterapia basada en FCR ha demostrado ser un
régimen altamente eficaz en el tratamiento de los enfermos con LLC. A pesar de ello,
los pacientes siguen recayendo de su enfermedad, y la toxicidad asociada al
tratamiento, fundamentalmente a nivel hematolégico e infeccioso, no es despreciable.
Estos motivos han promovido la investigacion de otras combinaciones de
quimiotarapia asociadas a rituximab, con la intencibn de mejorar los resultados de
FCR, tanto desde el punto de vista de su eficacia como de su perfil de toxicidad.

La bendamustina es un agente alquilante que contiene wun anillo
benzimidazoélico que confiere a la molécula propiedades como analogo de las
purinas.(300) En monoterapia es un farmaco eficaz en la LLC, con una mayor tasa de
respuestas y SLP que el clorambucilo en esta enfermedad.(301) La combinacién de
bendamustina junto con rituximab (BR) mostré ser un régimen eficaz y con un perfil de
toxicidad muy aceptable en el tratamiento de los pacientes con LLC, tanto como
tratamiento de rescate como en primera linea. Como tratamiento de rescate la dosis
empleada fue de 70 mg/m? los dias 1 y 2 cada 28 dias en combinacién con rituximab.
Este régimen alcanzé una tasa de respuestas globales del 59% en una poblacion de
enfermos con LLC donde el 28.4% de los cuales eran refractarios a fludarabina.(302)
En pacientes con LLC no tratados la combinacion de BR alcanz6é una mayor tasa de
respuesta, 90.9%, que la obtenida en pacientes previamente tratados.(303) La
principal toxicidad observada con el uso de bendamustina fue la mielotoxicidad y las
infecciones de ella derivadas. A pesar de ello, los episodios de fiebre neutropénica o
infecciones graves fueron poco frecuentes.

La bendamustina ha demostrado no sélo tener un papel como opcién de
tratamiento en aquellos pacientes recaidos tras un esquema basado en fludarabina,
sino que también se presenta como una opcién de quimioterapia a asociar con el
rituximab con un perfil de toxicidad probablemente mejor que el de la fludarabina. En
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este sentido cabe destacar su buena tolerancia en pacientes con alteraciones de la
funcion renal, a diferencia de lo que ocurre con las combinaciones de fludarabina.

En base a estos buenos resultados, el grupo GCLLSG inici6 en 2008 un
estudio fase Ill (CLL10) con la finalidad de comparar la combinacién de BR en frente
de FCR en pacientes con LLC previamente no tratados. Los resultados preliminares de
este estudio apuntan a una mayor eficacia de FCR, tanto en la tasa de respuestas
completas, 47,4% vs. 38,1%, como en la SLP, 85% a los 2 afios en el brazo de FCR
en comparacién con una 78,2% en el de BR. Sin embargo, el tratamiento con FCR se

asocid a una mayor tasa de neutropenia e infecciones.(304)
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2.4.3. Inmunoquimioterapia en los pacientes con comorbilidades

La adiciéon de rituximab a la combinacion de fludarabina y ciclofosfamida ha
conseguido prolongar la supervivencia de los pacientes con LLC. Sin embargo, la
poblacion de pacientes de estos ensayos no presentaban comorbilidades importantes
y tenia una edad claramente inferior a la observada habitualmente en la poblacién
general con esta enfermedad. Por estos motivos no podemos extrapolar los resultados
obtenidos con estos regimenes a gran parte de los pacientes con LLC. Para estos
pacientes de edad mas avanzada y con comorbilidades, que por otra parte
representan un porcentaje importante de los pacientes con esta enfermedad, se
ensayaron combinaciones menos téxicas como la adiciéon de rituximab al clorambucilo.
Los ensayos fase 2 con esta combinacion sugirieron que esta aproximacion
terapéutica podria ser apropiada para esta poblacion de enfermos y que podria
mejorar los resultados obtenidos con el clorambucilo en monoterapia.(305)(306)
Recientemente, estos resultados han sido confirmados en una amplio estudio
randomizado promovido por el GCLLSG donde se exploré no soélo si la combinacion de
clorambucilo con un anticuerpo anti-CD20 podria ser superior al clorambucilo, sino
también si obinutuzumab, un nuevo anti-CD20 humanizado podria mejorar los
resultados obtenidos con rituximab.(307) Cabe destacar que la mediana de edad de
los pacientes en este estudio fue de 73 afios con una puntuacion de 8 en la escala de
medida de comorbilidades CIRS (Cumulative Illlness Rating Scale). Tanto la
combinacién de obinutuzumab con clorambucilo como la de rituximab con clorambucilo
mejoraron la tasa de respuestas y la SLP en comparacion con el clorambucilo en
monoterapia. Ademas, obinutuzumab con clorambucilo consigui® una mejor
supervivencia global de los enfermos en comparaciéon con clorambucilo. Finalmente,
cuando se compararon los resultados de ambos anti-CD20 con clorambucilo entre si,
la combinacién de obinutuzumab alcanzd una mayor tasa de respuestas y una mayor

SLP en comparacioén con rituximab.(307) Este trabajo ayuda a consolidar el papel de la
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inmunoquimioterapia como tratamiento de primera linea también en la poblacion de

pacientes mayores con comorbilidades asociadas.
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2.5. Tratamiento de mantenimiento en la LLC

A pesar de la alta tasa de respuestas conseguidas con los nuevos tratamientos
los pacientes contintan recayendo de su enfermedad. Esta recaida se debe
presumiblemente a la persistencia de EMR tras el tratamiento. Por lo tanto, el uso de
estrategias dirigidas a mantener la respuesta conseguida y asi retardar el aumento de
la EMR y finalmente la recaida de la enfermedad podrian mejorar el pronéstico de los
pacientes con LLC. Varios estudios han evaluado el efecto de diferentes tipos de
estrategias que persiguen el control de la EMR obtenida tras el tratamiento inicial,
como son los tratamientos de mantenimiento o las terapias de consolidacién. Estos
tratamientos incluyen farmacos como el interferon-alfa (308, 309), el alemtuzumab

(310, 311), el rituximab (312, 313), y mas recientemente la lenalidomida.(314)
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2.5.1. Alemtuzumab como tratamiento de consolidacion

El Alemtuzumab (Campath-1H) es un anticuerpo monoclonal humanizado
dirigido contra el antigeno de membrana CD52 que esta presente en los linfocitos B y
T asi como también en los monocitos y macréfagos.(315) Su principal mecanismo de
accion estd mediado por citotoxicidad directa y citotoxicidad dependiente de
complemento. La toxicidad mas frecuente relacionada con este farmaco son las
reacciones infusionales, las citopenias, y las infecciones relacionadas con la
inmunosupresiéon que produce. Es necesario realizar una adecuada profilaxis frente a
Pneumocystis jiroveci y frente al virus de la Varicela-zoster, asi como monitorizar las
reactivaciones del Citomegalovirus. Alemtuzumab demostr6 ser activo en pacientes
con LLC con refractariedad a fludarabina, lo que motivé su aceptacién por la FDA para
esta indicacion.(316) Ademas, utilizado como tratamiento de primera linea en
pacientes con LLC, alemtuzumab obtuvo una mayor eficacia que el clorambucilo en
términos de tasa de respuestas y SLP.(182) Finalmente, cabe destacar que

alemtuzumab es activo en el subgrupo de pacientes con alteraciones de p53.(179-183)

Varios estudios han explorado su uso como tratamiento de consolidacion en la
LLC con la finalidad de mejorar las respuestas obtenidas tras el tratamiento
inicial.(239, 310, 311, 317-320) En este contexto, alemtuzumab fue capaz de erradicar
la enfermedad minima residual en algunos pacientes, lo que se asocié a una mayor
SLP en estos enfermos. Sin embargo, su uso se asocié también a un aumento de la
incidencia de complicaciones infecciosas.(310, 311) Estos estudios, relativamente
pequefios, no han podido todavia demostrar de forma sélida el beneficio de esta

estrategia de tratamiento.
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2.5.2. Rituximab como tratamiento de mantenimiento en la LLC

El uso de rituximab como tratamiento de mantenimiento en varios sindromes
linfoproliferativos ha demostrado ser una estrategia eficaz para alargar la SLP de los
enfermos.(321-323) Sin embargo, en la LLC los datos disponibles actualmente sobre

su uso como terapia de mantenimiento son muy escasos.

Hainsworth y cols. analizaron el uso de rituximab tanto como tratamiento inicial
como de mantenimiento en 44 pacientes con LLC.(312) El tratamiento consistio en
cuatro dosis semanales de rituximab en intervalos de seis meses por un total de cuatro
ciclos. Aunque la mediana de SLP fue de 18.6 meses, claramente inferior a la
observada en otros sindromes linfoproliferativos como el linfoma folicular, el uso de
rituximab de mantenimiento en estos pacientes demostré ser un tratamiento con un
buen perfil de tolerabilidad. Posteriormente Del Poeta y cols. evaluaron la eficacia del
mantenimiento con rituximab tras un tratamiento de inicial con fludarabina en 54
pacientes con LLC.(313) Aquellos pacientes que permanecieron con una EMR positiva
fueron retratados con 4 ciclos mensuales de rituximab seguidos de un tratamiento de
mantenimiento que consistia en 12 dosis mensuales de rituximab a dosis de 150
mg/m?. Esta estrategia consigui6 alargar la SLP de los enfermos con EMR positiva al
finalizar el tratamiento inicial en comparaciéon con un grupo de pacientes que no recibid
rituximab.(313) Sin embargo, a pesar de que este estudio sugiere un aumento en la
duracion de la respuesta con el uso de rituximab como tratamiento de mantenimiento
cabe resaltar que no hubo aleatorizacién de los enfermos y que las ramas de
tratamiento y observacién no estaban bien balanceadas ni en numero ni en las

caracteristicas de los pacientes.

Mas recientemente, se han comunicado los datos de dos estudios fase 2 con
rituximab como tratamiento de mantenimiento. En el primero de ellos, los pacientes

recibian rituximab tras un tratamiento inicial con dosis bajas de fludarabina y
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ciclofosfamida junto con rituximab a dosis altas (FCR-Lite).(324) La mediana de SLP
obtenida fue de 5.8 afos, superior a la obtenida con FCR sin mantenimiento;(167) sin
embargo, el bajo numero de pacientes en este estudio junto con una relativa alta
frecuencia de estadios iniciales, hace dificil establecer comparaciones entre ambas
estrategias de tratamiento. Finalmente, en el segundo estudio reportado, los pacientes
recibieron un tratamiento inicial con rituximab en combinacién con clorambucilo y
posteriormente eran aleatorizados a observacibn o a un mantenimiento con
rituximab.(306) Este estudio es el primero en analizar un mantenimiento tras un
tratamiento inicial con la combinacién de clorambucilo y rituximab, y mostré6 un buen
perfil de toxicidad en una poblacién de enfermos de edad avanzada. Aunque en este
trabajo no se pudo demostrar de forma clara la ventaja de un mantenimiento con
rituximab, los resultados si apuntaban hacia una mejoria en la SLP de los pacientes de
la rama de mantenimiento en comparacién con la de observacion. De todas maneras,
hay que tener en cuenta que el mantenimiento no era el objetivo primario del estudio y
el numero de enfermos incluidos fue relativamente pequefio. Los pacientes que
parecieron beneficiarse en una mayor medida del mantenimiento fueron los enfermos

en RP tras el tratamiento inicial y los pacientes con IGHV no mutados.

Por lo tanto, aunque los estudios previos sugieren un beneficio del tratamiento
de mantenimiento con rituximab en los pacientes con LLC, los pocos datos disponibles
hasta la fecha no permiten poder extraer conclusiones soélidas sobre cual es el
beneficio real de esta estrategia en esta enfermedad. En este sentido, los resultados
de varios estudios fase 3 actualmente todavia no finalizados seran de gran ayuda. En
estos estudios se explora el papel de rituximab como terapia de mantenimiento tras
diferentes tratamientos iniciales: en el grupo austriaco (NCT01118234) tras un
tratamiento inicial con un régimen de rituximab en combinacién, en el grupo polaco

(NCT00718549) tras rituximab, ciclofosfamida y cladribina, y finalmente en el grupo
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francés, (NCT00645606) tras un tratamiento inicial abreviado (4 ciclos) de FCR en

pacientes mayores de 65 afios.
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2.5.3. Lenalidomida como tratamiento de consolidacion / mantenimiento

La accion de lenalidomida sobre el microambiente y su capacidad para mejorar
la funcion efectora de los linfocitos T asi como su eficacia clinica ya demostrada en
pacientes con LLC hacen de este farmaco un buen candidato como tratamiento de
mantenimiento en esta enfermedad. Sin embargo, los datos disponibles actualmente
de lenalidomida como tratamiento de mantenimiento son todavia muy preliminares.
Recientemente se han comunicado los resultados de lenalidomida tras un tratamiento
inicial con pentostatina, ciclofosfamida y rituximab (PCR).(314) A pesar del limitado
numero de enfermos tratados con esta estrategia, 34 pacientes, el mantenimiento con
lenalidomida pareci6é aportar un beneficio a estos pacientes. En este sentido, el 24%
de los pacientes mejoroé la respuesta inicial tras PCR, y una comparacion retrospectiva
con una serie histérica de pacientes tratados con PCR sugiri6 también una mayor
duracién de la respuesta obtenida.(314) Con el fin de corroborar estos datos iniciales,
en este momento se hallan en curso varios estudios para evaluar esta estrategia. En
este sentido, se estan llevando a cabo dos estudios aleatorizados entre lenalidomida
vs. observaciéon tanto como estrategia posterior a un tratamiento de primera linea en
pacientes con LLC con alto riesgo de recaida precoz (CLLM1; NCT01556776), como

tras una segunda linea de tratamiento (CONTINUUM - CLL-002; NCT00774345).
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2.6. Nuevos tratamientos en la LLC

Los nuevos conocimientos adquiridos de la biologia de la enfermedad han
permitido el desarrollo de toda una serie de nuevos farmacos dirigidos contra dianas
bioldégicas propias de la LLC. Estas nuevas moléculas actian sobre diferentes
proteinas de sefalizacion de las células de LLC y de su microambiente, con un
mecanismo de accion antitumoral mas especifico y con un perfil de toxicidad mas
favorable que los tratamientos de quimioterapia previamente utilizados. Estos nuevos
farmacos comprenden fundamentalmente los inhibidores de tirosin quinasa capaces
de bloquear las sefiales derivadas del receptor de célula B (B-cell receptor, BCR), los
inhibidores de sefales antiapoptoticas como BCL2, los farmacos inmunomoduladores,

y los nuevos anticuerpos monoclonales.(261-263, 265, 325).

Linfocito T

Inmunomoduladores:
lenalidomida

Inhibidores de BCL2:
Navitoclax, ABT-199

Inhibidores del BCR:
Fostamatinib, Idelalisib,
Ibrutinib

Antagonistas de CXCR4:
plerixafor

Célula estromal &

Figura 6. Nuevos farmacos en la LLC y sus dianas terapéuticas.
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2.6.1. Inhibidores del receptor de célula B (BCR)

Las células leucémicas de la LLC requieren de las vias que utilizan los
linfocitos B normales para su mantenimiento y expansion. De ellas, la activacion y
sefalizacién a través del BCR probablemente sea la mas relevante, aunque todavia
sea poco conocido el mecanismo preciso de su estimulacién y la naturaleza de los
antigenos que lo activarian.(138, 139) De esta manera, esta via se ha convertido en
una atractiva diana terapéutica que ha motivado el desarrollado diferentes agentes
dirigidos a bloquear su sefalizacion, principalmente a través de la inhibicién de tirosin
quinasas como SYK (Spleen tyrosine kinasa), BTK (Bruton’s tyrosine kinase), y PI3K

(phosphoinositide 3-kinase).(326-328)

2.6.1.1. Inhibidores de BTK

Ibrutinib (PCI-32765) es un potente inhibidor oral de BTK a través de su unién
covalente al aminoacido cisteina-481.(329) Los datos derivados de los estudios
preclinicos mostraron que ibrutinib era capaz de bloquear diferentes vias importantes
para la supervivencia celular como ERK y NF-kB, asi como también la migracién de
las células tumorales.(152, 330, 331) Este ultimo punto explica en parte la respuesta
clinica caracteristica comun a los diferentes inhibidores del BCR que consiste en una
rapida disminucién del tamafo de las adenopatias junto con un aumento transitorio de
la linfocitosis la cual mejora de forma gradual tras semanas o meses de tratamiento.
Recientemente se han comunicado los resultados clinicos de los estudios iniciales
tanto fase 1 como fase 2 con ibrutinib, con unos resultados altamente prometedores.
Su uso en monoterapia como tratamiento de rescate en pacientes con LLC en recaida
o refractaria obtuvo una tasa de respuestas globales del 71% con casi un 20%
adicional de pacientes con respuesta parcial con linfocitosis. Cabe destacar ademas,

que la respuesta al tratamiento de aquellos pacientes con marcadores biolégicos de
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alto riesgo, como la delecién de 17p, seria similar a la respuesta obtenida en los
demas pacientes.(189, 247) Estos buenos resultados han promovido ya su uso en
ensayos como tratamiento de primera linea en pacientes con LLC de edad avanzada,
donde parecen confirmarse los excelentes resultados de los estudios previos, con una
supervivencia libre de progresion de los enfermos estimada a los 2 afios del

96.3%.(248)

2.6.1.2. Inhibidores de PI3K

A diferencia de lo que ocurre en los tumores sélidos, donde PI3K suele estar
activada por mutaciones,(332) en la LLC su activacibn depende de sefiales
provenientes del microambiente, principalmente a través del BCR.(333) Esta via
promoveria sefiales de proliferacién y supervivencia en las células de LLC.(334)
Ademas, datos recientes sugieren que inhibiendo esta via también se inhibe la funcién
de varios receptores de quimiocinas implicados en la migracién de las células de
LLC.(335) Idelalisib (GS-1101, CAL-101) es un potente inhibidor oral de la isoforma
delta de PI3K con unos resultados preclinicos muy prometedores en la LLC.(264)
Recientemente se han comunicado los resultados de un ensayo multicéntrico fase 3
de idelalisib en combinacion con rituximab vs. Rituximab en monoterapia en una
poblacion de enfermos con LLC en recaida y no tributarios a tratamientos de rescate
con quimioterapia con unos resultados muy esperanzadores.(336) El estudio mostro
un claro beneficio de la rama con Idelalisib tanto en la tasa de respuestas, como en la
SLP e incluso en la SG de los enfermos. Actualmente se hallan en marcha varios
estudios con ldelalisib en monoterapia o en combinacion con otros agentes tanto en

pacientes con LLC previamente tratados como en primera linea.
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2.6.1.3. Inhibidores de Syk

SYK es otra de las tirosin quinasa con un papel fundamental en la via de
sefalizacién del BCR. El primer farmaco que se exploré como inhibidor de SYK en la
LLC fue el R406(337), y posteriormente el fostamatinib disodium (R788; FosD) un
profarmaco de R406 con una formulacién oral. La seguridad y eficacia de fostamatinib
se exploré en un estudio fase 1 / 2 en pacientes con LLC y linfoma no Hodgkin en
recaida o refractarios. Las toxicidades limitantes de dosis fueron la neutropenia,
trombocitopenia y diarrea, y la mayor tasa de respuestas se obtuvo en los pacientes
con LLC, donde 6 de los 11 pacientes (55%) respondieron al tratamiento.(338)
Actualmente se hallan en curso estudios con nuevos farmacos inhibidores de SYK con
una especificidad mayor para esta quinasa en comparacion con el fostamatinib, pero

de los cuales todavia no disponemos de datos clinicos.(339)
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2.6.2. Farmacos antiapoptoéticos en la LLC

La expresion elevada de BCL2 es un factor importante en la supervivencia de
las células de LLC. Por este motivo, durante afios BCL2 ha sido considerada una
diana terapéutica prioritaria en esta enfermedad. Sin embargo, los primeros intentos
de inhibir BCL2 en la clinica mediante farmacos como oblimersen y obatoclax, no
obtuvieron una actividad antileucémica relevante.(340, 341) Posteriormente navitoclax
(ABT-263), un nuevo BH3 mimético, demostr6 ser activo en pacientes con LLC,
incluso en aquellos con enfermedad refractaria a fludarabina y delecion de 17p. A
pesar de estos prometedores resultados iniciales, navitoclax inhibe también BCL-x, lo
que conlleva el desarrollo de trombopenia, que fue la toxicidad limitante de dosis
hallada en el estudio fase 1 con esta molécula en pacientes con LLC.(342) Mas
recientemente, se ha desarrollado una nueva molécula, ABT-199, con una mayor
especificidad sobre BCL2, sin presentar asi la trombopenia limitante asociada al
navitoclax.(191) Este farmaco esta siendo actualmente evaluado en pacientes con LLC

en varios ensayos clinicos.
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2.6.3. Farmacos inmunomoduladores

La lenalidomida pertenece a la familia de farmacos denominados como
inmunomoduladores. Su mecanismo de accién no es del todo bien conocido, pero se
cree que su eficacia como anticancerigeno se deberia a efectos anti-angiogénicos,
inmunomoduladores y de citotoxicidad directa. La importancia de cada uno de ellos
varia de forma importante en funcion del tipo de neoplasia. De esta manera, por
ejemplo, en la LLC no se ha demostrado un efecto citotoxico directo a diferencia de lo
observado en otras neoplasias. Los efectos inmunomoduladores observados en la LLC
incluyen principalmente un aumento de la funcién de los linfocitos T y NK, un descenso
del numero de células T reguladoras, asi como un aumento en la produccién de
inmunoglobulinas y un restablecimiento de una correcta formacion de sinapsis
inmunes.(343, 344, 344, 344-353) Este ultimo mecanismo facilita el reconocimiento
inmune de las células de LLC por los linfocitos T.(344) Ademas, el tratamiento con
lenalidomida podria restablecer la funcién de los linfocitos B no neoplasicos y asi
revertir el deterioro de la inmunidad humoral observado en los pacientes con
LLC.(343) La activacion inmune de las células de LLC con el aumento de expresién de
moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD86 podria ser la responsable de la
reaccion de exacerbacion tumoral “tumor flare” observada en algunos pacientes con

LLC tratados con lenalidomida.(261, 262)

Lenalidomida en monoterapia ha demostrado eficacia en el tratamiento de
pacientes con LLC en recaida o refractarios con una tasa de RG entorno del 35 — 50%,
incluyendo algunas RC,(261, 262, 354), y en pacientes previamente no tratados con
una tasa de RG del 56%.(355) Aunque inicialmente surgi6 la preocupacion sobre su
perfil de toxicidad, fundamentalmente por la aparicion de varios casos de sindrome de
lisis tumoral, las modificaciones en las dosis utilizadas junto con el empleo de un
escalado de dosis inicial parecen solventar este problema. Mas recientemente, la

combinaciéon de lenalidomida con rituximab parece que podria mejorar estos
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resultados. Badoux y cols. investigaron esta combinacidén en 59 pacientes con LLC en
recaida o refractarios con una tasa de respuestas del 66% con un 12% de RC.(356)
Finalmente, también se esta estudiando su papel como tratamiento de mantenimiento

tras un tratamiento inicial en pacientes con LLC.
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2.6.4. Nuevos anticuerpos monoclonales en la LLC

La relevancia del antigeno CD20 como diana terapéutica en gran parte de los
sindromes linfoproliferativos B ha originado un gran interés por hallar nuevos
anticuerpos anti-CD20 con una mayor actividad y eficacia que el rituximab. En funcion
de su mecanismo de accion, los anticuerpos monoclonales pueden dividirse en dos
grupos: el tipo I, que actuan principalmente a través de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), pero
con poca capacidad de inducir muerte celular directa; y el tipo Il, que presenta poca
actividad CDC pero son muy efectivos para inducir muerte celular directa.(357, 358) La
gran mayoria de anticuerpos monoclonales anti-CD20 pertenecen al tipo |, incluyendo
al rituximab, ofatumumab y otros como el veltuzumab y ocrelizumab. Por el contrario el
obinutuzumab (GA101) se disefid como un anticuerpo monoclonal de tipo Il con la
intencion de obtener una mayor capacidad de citotoxicidad directa.(359) En este
sentido, estudios in vitro mostraron una mayor eficacia de obinutuzumab para inducir
muerte directa de células de linfoma, una mayor induccién de ADCC y una mayor
actividad anti-tumoral en modelos xendgrafos en comparacién con anticuerpos de tipo
1.(359-361) Asi mismo, en estudios ex vivo en células leucémicas de pacientes con
LLC, obinutuzumab demostré6 una mayor capacidad de deplecion de linfocitos B en
comparacion con rituximab.(359) Los estudios iniciales en pacientes con linfoma no
Hodgkin y LLC sugieren un perfil de seguridad similar al rituximab y unos datos de
eficacia muy prometedores.(362, 363) Recientemente se han comunicado los
resultado de un amplio estudio randomizado en pacientes con LLC y comorbilidades
donde la combinacién de obinutuzumab demostré una mayor eficacia que rituximab

junto con clorambucilo en términos de tasa de respuestas y SLP.(307)

Ofatumumab es otro nuevo anticuerpo monoclonal anti-CD20 humanizado en
desarrollo en la LLC, el cual reconoce un epitopo diferente al rituximab. Estudios pre-

clinicos demostraron que ofatumumab producia una mayor citotoxicidad dependiente
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de complemento en comparacion con el rituximab. Ademas, era capaz de producir
citotoxicidad en células primarias de LLC resistentes a rituximab.(364, 365) A nivel ya
de ensayo clinico, ofatumumab mostro ser eficaz en pacientes con LLC con factores
de mal pronéstico. El tratamiento con ofatumumab de un grupo de pacientes
refractarios a fludarabina y alemtuzumab, o refractarios a fludarabina y con
adenopatias de gran tamafio (>5 cm) obtuvo una tasa de respuesta global del 58% y
del 47%, respectivamente. Ademas, la respuesta se obtuvo de forma independiente al
uso previo de rituximab.(366) A pesar de ello, la mediana de SLP fue inferior a 6
meses en ambos grupos.(188) El uso de ofatumumab en combinacion con fludarabina
y ciclofosfamida (OFC) en pacientes con LLC previamente no tratados obtuvo una tasa
de respuestas globales del 77% en la rama de tratamiento con dosis de ofatumumab
de 1000 mg y del 73% con la dosis de 500 mg, y una tasa de RC del 50% y 32%,
respectivamente.(367) Aunque no hay datos de una comparacion directa entre OFC y
FCR, estos resultados no parecen mejorar los ya obtenidos con la combinacion de

FCR.

Finalmente, se estan desarrollando nuevos anticuerpos monoclonales y SMIP
(small modular immuno pharmaceutical) dirigidos contra otras dianas antigénicas de la
célula de LLC ademas del CD20 y CD52. Entre ellos cabe destacar el dacetuzumab
(SGN-40, anti-CD40),(368) milatuzumab (anti-CD74),(369) XmAb5574, MDX-1342

(anti-CD19),(370) lumiliximab (anti-CD23)(371) y TRU-016, anti-CD37.(372)

85



blinatumomab (BIiTE vs. CD3), CD23 lumiliximab

XmAb5574, MDX-1342
Ch 79

rituximab, GA101, ofatumumab,
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Figura 7. Antigenos diana en
monoclonales dirigidos contra ellos.
BIiTE: bi-specific T-cell engager, anti CD19 y anti CD3.
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2.7. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos es el unico
tratamiento con potencial curativo en la LLC.(373) El control de la enfermedad se debe
principalmente al efecto graft versus leucemia (GVL). En este sentido, a diferencia de
lo observado en el trasplante autologo, en el trasplante alogénico la incidencia de
recaidas disminuye a lo largo del tiempo, incluso cuando se utilizan esquemas de
acondicionamiento de intensidad reducida.(186, 373, 374) Ademas, el menor riesgo de
recaida observado en los pacientes que desarrollan enfermedad graft versus huésped
junto con un aumento de éste con el uso de deplecidon de células T, son otros factores
que subrayan la relevancia del efecto GVL en la LLC (374-377) En este mismo
sentido, la cinética de la EMR observada tras un trasplante alogénico también va en
concordancia con el efecto de GVL. En este contexto se observa una mayor
negativizacion de la EMR con la presencia de enfermedad graft versus huésped y/o

modulando el tratamiento inmunosupresor.(241, 376, 378)

El trasplante alogénico mieloablativo se asocié inicialmente a una mortalidad no
asociada a recaida de hasta un 44% en esta enfermedad.(379, 380) Sin embargo, el
desarrollo de los regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida ha mejorado
la tolerabilidad y la mortalidad asociada al trasplante, actualmente entre un 15% a un
25%, preservando el efecto injerto vs. leucemia. (186, 373, 373, 381-383) De esta
manera, el trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida se ha
convertido en una opcion de tratamiento para pacientes jovenes con LLC con
caracteristicas de muy alto riesgo y una corta supervivencia con los tratamientos
habitualmente utilizados en esta enfermedad: fundamentalmente aquellos pacientes
con resistencia o recaida precoz tras un tratamiento basado en los analogos de las
purinas, o con alteracion de TP53 que requieran tratamiento. (384) En estas
situaciones el trasplante alogénico de intensidad reducida consigue mantener

respuestas a largo plazo en un 30% a 60% de los pacientes, segun las diferentes
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series.(186, 373, 373, 381-383) Ademas, cabe destacar que aquellos pacientes con
factores previos de mal prondéstico como la refractariedad a analogos de las purinas o
delecién de 17p presentan unos resultados similares a los demas pacientes.(185-187)
Sin embargo, la presencia de enfermedad activa o la falta de respuesta al tratamiento
al momento del trasplante siguen siendo factores que condicionan una evolucidon

desfavorable tras €é1.(185, 373, 381, 383, 385)

En este sentido, los buenos resultados que estan obteniendo los nuevos
farmacos, principalmente los inhibidores de tirosin quinasa y de BCL2, en estos
pacientes con LLC y factores de muy alto riesgo, podrian permitir que estos pacientes
llegasen en una mejor situacion al trasplante, o podrian ser incluso una alternativa a él.
El mayor seguimiento de los pacientes tratados con estos farmacos debe permitir
identificar en los préximos afios cual es la mejor estrategia terapéutica para estos

pacientes.

Trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos.

Varios estudios en la década de los 90 presentaron resultados prometedores
del uso del trasplante autologo en la LLC.(386) Posteriormente se publicaron los
resultados de 2 ensayos aleatorizados que evaluaron el papel del trasplante autélogo
en pacientes jévenes previamente no tratados con LLC.(387, 388) Ambos estudios
mostraron que esta estrategia terapéutica conferia una mayor SLP a los pacientes. Sin
embargo, este aumento en la SLP no se tradujo en un aumento en la SG de los
enfermos. Ademas cabe resaltar que, a diferencia de lo que ocurre con el trasplante
alogénico, la presencia de alteraciones genéticas como las alteraciones de TP53
retenian su significado pronéstico adverso a pesar del trasplante. En un analisis
retrospectivo el grupo aleman se compararon los resultados del ensayo CLL3, donde

los pacientes recibian un trasplante autélogo como parte del tratamiento de primera
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linea, con los pacientes que recibieron la rama de FCR del ensayo CLL8. El tiempo a
un siguiente tratamiento y la SG de los pacientes fue similar en ambos grupos de
pacientes.(389) Por lo tanto, aunque el trasplante autdlogo es capaz de obtener
respuestas prolongadas en los pacientes con LLC, no es un tratamiento curativo,
como lo puede ser el trasplante alogénico, y no parece que ofrezca un beneficio en

frente de las nuevas combinaciones de inmunoquimioterapia.
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Hipotesis de trabajo y objetivos.

Il. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

- La combinacién de inmunoquimioterapia consistente en rituximab, fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrone (R-FCM) podria ser eficaz como tratamiento de
primera linea en pacientes jovenes con leucemia linfatica crénica. El
tratamiento de mantenimiento tras R-FCM con rituximab podria prolongar la

duracion de las respuestas obtenidas.
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Hipotesis de trabajo y objetivos.

2. OBJETIVOS

a)

b)

Objetivo principal

Determinar la eficacia de la combinacibn de rituximab, fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrone (R-FCM) medida a través de la tasa de
respuestas, incluyendo la tasa de respuestas con enfermedad minima residual

negativa.

Objetivos secundarios

Determinar la duracién de la respuesta y la supervivencia libre de progresion
obtenidos con la combinacion de R-FCM seguido de rituximab de
mantenimiento.

Analizar las variables clinico-biologicas, incluyendo la citogenética y la
expresion de ZAP-70, que influyen en la respuesta.

Evaluar la aplicabilidad y perfil de toxicidad del tratamiento con R-FCM vy

rituximab de mantenimiento.
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Ill. RESULTADOS.

1.- PRIMER TRABAJO.

1.1. RESUMEN

La combinacion de inmonoquimioterapia de rituximab, fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrona es un régimen altamente eficaz en el tratamiento

de la leucemia linfatica cronica.

La adicion de anticuerpos monoclonales a los regimenes de quimioterapia ha
mejorado significativamente el tratamiento de la LLC. Con esta premisa y los buenos
resultados obtenidos previamente con el esquema de quimioterapia de fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrona (FCM), tanto como terapia de rescate como tratamiento
de primera linea, (243, 245) se exploré la adicién de rituximab a FCM (R-FCM) como

una nueva combinacion para el tratamiento de los pacientes jévenes con LLC.

En este articulo se presentan los resultados de un ensayo clinico multicéntrico
fase Il donde se evalud el tratamiento de R-FCM seguido de un mantenimiento con
rituximab en pacientes con LLC previamente no tratados. El ensayo fue revisado y
aprobado por los diferentes comités éticos de todos los centros participantes. En este
primer trabajo se analizaron los datos de la primera fase del estudio que consisti6 en el

tratamiento inicial de los pacientes con R-FCM.

El esquema terapéutico consistio en rituximab 500 mg/m? (dia 1) (excepto en el
primer ciclo donde se administraron 375mg/m?), fludarabina 25mg/m? (dias 1-3),
ciclofosfamida 200mg/m? (dias 1-3), y mitoxantrone 6mg/m? (dia 1), cada cuatro

semanas, hasta un total de seis ciclos. Todos los pacientes recibieron factor
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estimulante de colonias granulocitarias pegilado el dia posterior a finalizar el

tratamiento y profilaxis con trimethoprim-sulfametoxazol dos veces por semana.
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LLC en actividad
Edad 18 — 70 afnos
No tratamiento

Seisciclos
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Figura 8. Algoritmo terapéutico del ensayo R-FCM.
EMR: enfermedad minima residual; RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial;
sp: sangre periférica; mo: médula 6sea.

97



Entre Noviembre de 2005 y Noviembre de 2007 se incluyeron 72 pacientes con
LLC previamente no tratados y con edad igual o inferior a 70 afios. Los pacientes que
recibieron tres 0 mas ciclos de tratamiento se consideraron evaluables para la
respuesta, mientras que los pacientes que realizaron menos de tres ciclos a causa de
la toxicidad derivada del tratamiento se catalogaron como fallo de tratamiento. La
respuesta se evalu6 a los tres meses de haber finalizado el tratamiento mediante los
criterios del “National Cancer Institute-sponsored Working Group guidelines for chronic
lymphocytic leukemia” NCI/WG (390). Ademas, se analizd la enfermedad minima
residual (EMR) obtenida tras el tratamiento mediante citometria de flujo de manera
simultanea en sangre periférica y médula ésea. Aquellos pacientes que obtuvieron al
menos una respuesta parcial (RP) tras el tratamiento inicial con R-FCM continuaron
con la fase de mantenimiento del estudio. La respuesta fue evaluada en sesenta y
siete pacientes, con una mediana de edad de 60 afios (rango, 40 a 70 afios). La tasa
de respuesta global obtenida tras el tratamiento inicial con R-FCM fue del 93%, con
una tasa de RC con EMR negativa, tasa de RC con EMR positiva y de RP del 46%,
36% y 11%, respectivamente. Cinco pacientes (7%) fueron considerados como fallo de
tratamiento; en dos de ellos no hubo una reduccion significativa de la masa tumoral,
dos pacientes presentaron una neutropenia persistente que impidié la continuacién del
tratamiento, y un paciente murié como consecuencia de una neumonia por Aspergillus
y una reactivacién de citomegalovirus. Los factores que se correlacionaron con una
menor tasa de RC fueron el estadio clinico avanzado al inicio del tratamiento, la
delecién de 17p, y un valor elevado de B»-microglobulina. Finalmente, las variables
que se asociaron con la obtencion de una RC con EMR negativa fueron el tiempo de

duplicacion linfocitaria, y el recuento linfocitario en sangre periférica.

En general, el tratamiento con R-FCM fue bien tolerado y aunque se observé
algun grado de neutropenia en un 41% de los ciclos administrados, ésta fue grave,

grado 3 o 4, unicamente en una 13% de los ciclos. Los episodios de tombocitopenia o
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anemia grado 3 o 4 fueron muy infrecuentes, y sélo se observaron en un 2% de los
ciclos. En cuanto a la toxicidad infecciosa, se observo un evento infeccioso mayor en
un 8% de los ciclos administrados. Un paciente falleci6 como consecuencia de una

neumonia por Aspergillus Flavus e infeccidn por citomegalovirus.

En conclusién, la combinacién de R-FCM es un tratamiento altamente eficaz en
pacientes previamente no tratados y seleccionados, jévenes y con un estado general
adecuado, con LLC. Esta combinacién de inmunoquimioterapia obtiene una alta tasa
de respuesta completas (82%), consiguiendo en gran parte de ellas la negativizacion
de la enfermedad minima residual. Ademas, es un esquema de tratamiento con una

tolerabilidad adecuada.
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Rituximab, Fludarabine, Cyclophosphamide, and
Mitoxantrone: A New, Highly Active Chemoimmunotherapy
Regimen for Chronic Lymphocytic Leukemia

Francesc Bosch, Pau Abrisqueta, Neus Villamor, Maria José Terol, Eva Gonzdlez-Barca, Christelle Ferra,
Marcos Gonzalez Diaz, Eugenia Abella, Julio Delgado, Félix Carbonell, José Antonio Garcia Marco,
Lourdes Escoda, Secundino Ferrer, Encarnacion Monzo, Yolanda Gonzalez, Cristina Estany, Isidro Jarque,
Olga Salamero, Ana Muntaiiola, and Emili Montserrat

A B S T R A C T

Purpose

Th{ap addition of monoclonal antibodies to chemotherapy has significantly improved treatment of
chronic lymphocytic leukemia (CLL). Based on excellent results with the chemotherapy-only
regimen fludarabine, cyclophosphamide, and mitoxantrone (FCM), we built a new chemoimmu-
notherapy combination—rituximab plus FCM (R-FCM). We report a phase |l clinical trial consisting
of an initial treatment with R-FCM followed by rituximab maintenance.

Patients and Methods

Seventy-two untreated CLL patients age 70 years or younger received rituximab 500 mg/m? on
day 1 (375 mg/m? the first cycle), fludarabine 25 mg/m? IV on days 1 to 3, cyclophosphamide 200
ma/m? on days 1 to 3, and mitoxantrone 6 mg/m? IV on day 1, given at 4-week intervals with up
to six cycles supported with colony-stimulating factor, Patients achieving response received
maintenance with rituximab 375 mg/m? every 3 months for 2 years.

Results

The overall respanse, minimal residual disease (MRD) -negative complete response (CR), MRD-
positive CR, and partial response rates were 93%, 46%, 36%, and 11%, respectively. Severe
neutropenia developed in 13% of patients. Major and minor infections were reported in 8% and 5%
of cycles, respectively. Advanced clinical stage, del(17p), or increased serum B2-microglobulin levels
correlated with a lower CR rate.

Conclusion

R-FCM is highly effective in previously untreated CLL, with an 829% CR rate and a high proportion
of MRD-negative CRs (46%). Treatment toxicity is acceptable. Parameters correlating with a lower
response rate were advanced clinical stage, high serum B2-microglobulin levels, and del(17p).
Based on these results, R-FCM warrants further investigation in randomized clinical trials.

J Clin Oncol 27:4578-4584. © 2009 by American Society of Clinical Oncology

including CLL.”"" Despite these advances, there is

INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is charac-
terized by the relentless accumulation of mono-
clonal CD5+ B lymphocytes in blood, bone
marrow, and lymphoid tissues. The disease pre-
dominates in older individuals and its incidence
increases with age. The median survival of pa-
tients with CLL is around 10 years but the individ-
ual prognosis is highly variable. Despite some
advances in its therapy, CLL remains incurable
with conventional treatments.”™

In the past few years, rituximab-based che-
moimmunotherapy has emerged as the more effi-
cacious therapy for chronic B-cell malignancies,
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no evidence yet that any of the newer and more
effective treatments in terms of response rate and
progression-free survival results in a longer overall
survival.*** However, newer therapies produce a
substantial proportion of minimal residual disease
(MRD) —negative complete responses (CRs), a situ-
ation which translates into a longer progression-free
and overall survival,”*!*'*

Based on several in vitro and in vivo studies
by others'” and ourselves,'™" we developed a com-
bination chemotherapy including fludarabine, cy-
clophosphamide, and mitoxantrone (FCM) that
proved to be highly effective in patients with CLL,
both previously treated and untreated.'*'™'”
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As a next, logical development of this treatment program the
effectiveness of the combination of rituximab with FCM (R-FCM)
was investigated in a phase II clinical trial which includes two clearly
separated treatment parts. First, patients were given R-FCM up to a
maximum of six cycles. Second, after a careful evaluation of the re-
sponse 3 months after concluding R-FCM, patients having achieved a
response received rituximab maintenance (375 mg/m®) every 3
months for 2 years. We report here the results of the first part of our
study, namely the response to R-FCM.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Between November 2005 and November 2007, 72 patients with un-
treated CLL were included in this study. The trial was reviewed and approved
by ethical committees of all centers participating in the trial. All patients
provided written informed consent before entry on this study. The diagnosis of
CLL was established according to the National Cancer Institute/CLL Working
Group (NCI-WG) criteria,””

Evaluation prior treatment included clinical history, physical examina-
tion, WBC with differential count, liver and renal function tests, Coombs’ test,
serum lactate dehydrogenase, and B2-microglobulin levels. Creatinine clear-
ance was calculated by using the Cockeroft-Gault formula.” Bone marrow
infiltration was assessed by needle aspiration and biopsy. Fluorescent in situ
hybridization (FISH) studies were performed by using the LSI p33/LSI ATM
and LSI D135319/LS1 13g34/CEP 12 Multicolor Probe Sets provided by Vysis
{Downers Grove, IL) using cutoff levels as previously described.”* ZAP-70
expression was analyzed in all patients by using the technigue described by our
group.”’ CD38 expression in CLL lymphocytes was considered increased
when it was = 30%. Clinical and biologic parameters were assessed during a
period of 1 month before the onset of the treatment.

Inclusion criteria were age 70 years or younger, active disease according
to the NCI-WG criteria,”” and an Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) performance status of 0 to 2, Patients with prior history of autoim-
mune phenomena or a positive Coombs’ test, impaired renal or hepatic func-
tion, creatinine clearance inferior to 50 mililiter/min, past history for B or C
hepatitis, severe concomitant diseases, or pregnancy were excluded from
the study.

Therapy

Patients received rituximab (375 mg/m” intravenous [IV] cycle 1, and
500 mg/m? IV in subsequent cycles), fludarabine (25 mg/m® IV over 30
minutes for 3 days), cyclophosphamide {200 mg/m® IV over 1 hour for 3 days),
and mitoxantrone (6 mg/m® IV over 30 minutes on day 1) as previously
described.''® In patients with peripheral blood lymphocyte counts higher
than 25,000/ pL rituximab was splitin half doses given on days 0and 1. Patients
received pegylated granulocyte colony-stimulating factor the day after the
R-FCM and allopurinol 300 mg daily for 5 days starting on day 1. All patients
received oral trimethoprim-sulfametoxazole twice weekly up to 9 months after
the end of the treatment.

Treatment cycles were repeated every 4 weeks and administered when
the neutrophil count was greater than 1,500/ L and the platelet count superior
to 100,000/pL. Those patients with neutropenia, thrombocytopenia, or ane-
mia prior the onset of the R-FCM received the subsequent cycle of therapy
when their neutrophil count, hemoglobin level, and platelet counts were 75%
or higher than the baseline values. If 6 weeks after the previous cycle of therapy
hematologic parameters did not reach the above mentioned levels, treatment
was then restarted with reduced doses of FCM. However, if after this interval
absolute neutrophil count was inferior to 500/L or the platelet count inferior
to the 75% of the baseline value treatment was discontinued.

Response Criteria

Patients who received three or more cycles of R-FCM were considered
assessable for response. Patients receiving fewer than three cycles and with-
drawing from the study due to undue toxicity were considered as experiencing
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treatment failure. Response was assessed 3 months after the end of the treat-
ment using NCI-WG criteria.”” Patients in CR with no detectable MRD were
categorized as MRD-negative CR. Bone marrow evaluation was not required
for patients not attaining clinical CR. Imaging studies were not used to evaluate
response to therapy.

MRD assessment was centrally analyzed in the Hematopathology Unit
from the Hospital Clinic of Barcelona using multiparametric flow cytometry.
Both peripheral blood and bone marrow were analyzed simultaneously at the
time of response evaluation. Whole peripheral blood or bone marrow samples
were incubated with gquadruple combinations of antibodies in a five tube
combination assay with a sensitivity of 10™" and analyzed following the
method described by Rawstron et al.™

End Points and Statistical Considerations

The main end point of the first part of the trial reported here was
response rate, including MRD assessment. In addition, treatment toxicity
was evaluated,

The CR rate in previously untreated patients receiving FCM is 64%.'°
Using an optimal two-stage design for phase 11 clinical trials, the estimated
sample size to observe an increase of 15% in the CR rate, with an e error of .05
and a B errar of 20%, was 67 patients. The Fisher's exact test or y’-tests were
used to analyze the association between patient characteristics and response.
All statistical tests were two sided and the significance level was .05,

RESULTS

Patients’ Characteristics and Response to Therapy
Sixty-seven patients (median age, 60 years; range, 40 to 70 years)
were assessable for response. Four patients were excluded from the
study because they did not fulfill the inclusion criteria and an addi-
tional patient declined treatment after inclusion into the study (Fig 1).
The main characteristics of the patients are presented in Table 1.
Median number of R-FCM cycles administered was 6 (range, 3 to
6); 889% of patients received the entire planned therapy. The overall
response rate was 93% (95% CI, 84% to 97%). CR was obtained in
829% of patients (n = 55; 95% CI, 71% to §9%). Among them, 36%
achieved MRD-positive CR (n = 24; 95% CI, 25% to 48%) and 46%
(n = 31; 95% CI, 35% to 58%) MRD-negative CR. Eight patients

Assessed for eligibility
(N=72)
Excluded (n=4)
Did not meet inclusion criteria (n=4)
Refused to participate (n=0)
Other reasons (n=0)

Allocated to intervention {n = 68)
Received allocated intervention (n = 68)
Did not receive allocated

intervention (n=0)
|
Lost to follow-up (n=0)
Discontinued intervention
(patient declined treatment)  (n=1)
|
Analyzed (n=67)
Excluded from analysis (n=0)

Fig 1. CONSORT diagram.
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Table 1. Response Rate and Response Duration According to the Main
Pretreatment Characteristics of the Patients
MRD-Negative
Wariable Distribution (%) CR (%) CR (%)
Age, years
Younger than 60 48 84 43
60 to 70 52 B8O 46
Sex
Female 30 85 35
Male 70 81 51
Binet stage
A 13 100 67
B 61 BS” 44
c 26 65 41
Rai stage
Y] 3 100 50
] 69 21* 50
LRV 28 58 a7
B symptoms
No 73 B0 53
Yes 27 89 28
Liver size
Naoremal 45 83 46
Enlarged b5 80 47
Spleen size
Normal 55 83 43
Enlarged 45 81 49
Lymphocyte count, ul
< 100,000 67 84 57*
= 100,000 33 77 27
LDT {n = 57), months
=6 77 86 58"
=6 23 &9 23
Serum LDH in = 64)
Normal 69 84 48
Increased k3 75 40
B2-microglobulin (n = 58),
upper limit normal
< 2N 79 89* 48
=2N 21 72 25
BM pattern (n = 62)
Non-diffuse 55 8BS 52
Diffuse 45 78 41
Genetic abnormalities (n = 58)
dell13q) 38 82 50
+12 7 100 50
dell11q) 14 87 62
del(17p) i 25 a
ZAP-70 exprassion (n = B4)
< 20% 41 B84 54
= 20% 59 78 39
Abbrewiations: CR, complete response; MRD, minimal residual disease; LDT,
lymphocyte doubling time; LDH, lactate dehydrogenase; BM, bone marrow pattem.
*P< 05.

(1196) were considered as in PR because of persistent lymphadenop-
athy (two patients), incomplete bone marrow recovery (three pa-
tients) or bone marrow infiltration with lymphoid aggregates (three
patients). Five patients failed (7%) to respond; in two of these patients
tumor burden was not significantly reduced, two additional patients
had persistent neutropenia that prevented treatment continuation,
and the remaining one died due to Aspergillus pneumonia and cyto-
megalovirus reactivation,

4580 © 2009 by American Society of Clinical Oncology

In responding patients, a rapid tumor reduction was already
observed in the first cycles of therapy. As a result, a rapid decline in
blood lymphocyte count was observed with the first cycle of therapy.
In addition, when analyzing the maximum clinical response not con-
sidering treatment-related cytopenias, no o little further improvement
was observed beyond three cycles of therapy (Fig 2).

Pretreatment variables associated with CR are listed in Table
1. Patients with advanced clinical stage, increased serum p2-
microglobulin levels, and deletion 17p were associated with alower
CR rate. Of note, only 25% of patients having a 17p deletion
attained CR. No differences in response rate were observed accord-
ing to age subgroups (younger than 60 v 60 to 70 years).

In patients obtaining CR or PR according to NCI criteria, the
MRD status was investigated by flow cytometry. Among 55 pa-
tients in CR, 56% of them (n = 31) achieved MRD-negative status.
Maoreover, in one patient considered in PR due to the presence of
lymphoid aggregates in bone marrow biopsy no MRD was de-
tected. MRD was better detected in bone marrow than in periph-
eral blood, since in 77% of the patients there was a virtual absence
of peripheral blood B lymphocytes.

Pretreatment variables associated with MRD-negative CR
achievement were lymphocyte doubling time (< 6 v= 6 months, 15%
v52%, respectively; P = .026) and peripheral blood lymphocyte count
(= 100,000 v << 100,000/pL, 27% v 57%, respectively; P = .029).
Among responding patients, cytogenetic alterations did not correlate
with MRD-negative CR achievement.

Toxicity

In general, R-FCM was well tolerated. Main toxicities are detailed
in Table 2. The first infusion of rituximab was fractionated in 51% of
the patients as per the protocol. Infusional reaction to rituximab was
observed in 37% of the patients, mainly during the first cycle of
treatment. Although some degree of neutropenia was observed in 41%
of cycles, severe grade 3 to 4 neutropenia was only detected in 13% of

175 4

160 4

125+

100 4

Lymphocyte Count (L)

754

50 4

25 4

Entrance After  After  After  After  After  After
Cycle1 Cycle2 Cyclo3 Cyclod Cycle5 Cycle6

Fig 2. Blood lymphocyte counts by cycle. A rapid decline in blood lymphocyte
count was observed with the first cycle of therapy.
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Table 2.t and Extrahematologic Toxicity Related to the R-FCM
%

Grade 1-2

Toxicity Total Grade 3-4

Hematclogic
Neutropenia 41 28 13
Thrombocytopenia B 4
Anemia 17 17 =

Nonhematologic
Infusional reaction 10 a
Mausea/vomiting 14 13
Alopecia 2 F
Renal 3 3
Gastrointestinal 3 K] —

L]
8

(]

| g——

Hepatic 6
Infection 13
Infectious episodes by site, No.

Fever of unknown origin 31
% 8

Documented infections n
% 5

Prneumonia

Upper respiratory tract

Cutaneous infection

Sepsis (Staphylococcus spp.)

Diarrhea

Herpes zoster reactivation

CMV reactivation

Pulmonary aspergillosis

o |

R O oL T )

MNOTE. Toxicity was based on the National Cancer Institute/Chronic Lympho-
cytic Leukemnia Working Group and WHO classification and expressed as % of
the cycles administerad.

Abbreviations: B-FCM, rituximab plus fludarabine, cyclophosphamide, and
m ; CMV, cy galovirus.

the cycles. The WBC nadir, analyzed during the first cycle, was ob-
served 7 days after the onset of treatment. Grade 3/4 thrombocytope-
niaand anemia were observed in 2% of the cases. Dose reductions and
delay on administration were necessary in 9% and 18% of the cycles,
respectively, mainly because of hematologic toxicity.

Fever of unknown origin, recorded in 8% of the cycles, resulted
more frequent after the first cycle. In contrast, documented infections
were reported in 5% of the cycles and were more prevalent after the last
cycle of R-FCM (Fig 3). One patient required admission due to a
severe pneumonia complicated by cytomegalovirus and Aspergillus
flavus infections that eventually were fatal, this resulting in a
treatment-related mortality rate of 1.5%.

Neutropenic episodes were higher (57% v 32% of cycles, respec-
tively; P = .002), and also more severe (grade 3-4 neutropenia in 22%
v 8% of cycles, respectively; P = .014) in patients from 60 to 70 years of
age (n = 34) than in patients younger than 60 years (n = 33). In
addition, there was a trend for a higher number of infectious episodes
in the subgroup of patients from 60 to 70 years of age (P = .064).

Treatment Results of R-FCM As Compared With FCM
Patients’ characteristics and treatment results of our FCM clinical
trial'® were retrospectively compared with those of the R-FCM study
reported here (Table 3). The FCM study was designed for patients
younger than 65 years, whereas R-FCM included patients younger
than 70 years. The remaining inclusion criteria were identical in the
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184 ® Faver of unknown origin
= Infaction (Grade 1, 2)

16 4 minfection (Grade 3, 4]

14 4
124
10
o]
-
44
24

p

Infectious Episodes (%)

Cycle1 Cycle2 Cycle3 Cycled4 Cycle5 Cycle6

Fig 3. P ge of by cycle of treatment. Blue bars
represent fever of unknown origin, gold bars represent infectious episodes
grades 1 to 2, and gray bars represent infections grades 3 to 4.

two treatment combinations (active CLL requiring treatment accord-
ing to the NCI-WG criteria and adequate performance status). Distri-
bution by sex, clinical stage, blood lymphocyte count, doubling time,
serum B2-microglobulin levels, ZAP-70 expression in B-lymphocytes,
and genetic abnormalities was not significantly different between the
two groups of patients, except for a higher percentage of cases with
trisomy 12 in the FCM cohort. Albeit the overall response rate was
similar with the two regimens, the proportion of CRs, including those
with negative MRD, was significantly higher with R-FCM than with
FCM (46% v 26%, respectively). Also grade 3 to 4 toxicity (neutrope-
nia, thrombocytopenia, and the number of infections) was signifi-
cantly higher in patients receiving R-FCM than FCM. The R-FCM
combination was also more effective and toxic than FCM when com-
paring patients younger than 65 years (data not shown).

This study shows that R-FCM chemoimmunotherapy is extremely
active in patients with untreated CLL, with acceptable and manageable
toxicity. The 93% overall response rate and 82% CR, of which 46%
were MRD negative, are remarkable. Although direct comparisons of
different phase II studies is inappropriate, it is of note that the CR rate
found in this study is higher than those reported by the United King-
dom Leukaemia Research Fund {LRF CLL4), the German CLL Study
Group, the US Intergroup with fludarabine and cyclophosphamide
(FC), and pentostatin, cyclophosphamide, and rituximab (39%, 24%,
23%, and 41%, respectively).”*** In a large phase II study the FCR
(fludarabine, cyclophosphamide, and rituximab) combination de-
signed by the M. D. Anderson Cancer Center resulted in an overall
response rate of 95% and 72% CR."" Although only available in ab-
stract format, the German CLL Study Group recently reported the
results of the CLLS clinical trial comparing FCR versus FC.” The ORR
and CR rates were higher in the FCR arm (95% and 52%, respectively)
than in the FC arm (88% and 27%, respectively), with a prolongation
of the progression-free survival in the FCR arm. Other trials using FCR
at different doses and treatment schedules have produced CR rates
ranging from 61% to 79%."%*" Comparing all these clinical trials,
however, it is difficult because of the heterogeneity of patients in-
cluded in the different studies; for example, whereas in our study no
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Table 3. Compariscn of the Main Characteristics of the Seres and Treatment
Results of Patients Included in Our Previous FCM Clinical Trial With Those of
Patients Treated With R-FCM

%
Variable FCM R-FCM P
No. of patients 69 87
Age, years
< 60 64 48 .08
= 60 36 52
Sex
Female 25 30 NS
Mala 75 70
Binet stage
& 21 13 NS
B 67 61
c 12 26
Rai stage
0 3 3 NS
kil 74 69
241 23 8
B symptoms
Mo 67 73 NS
Yes 33 27
Lymphocyte count, pl.
< 100,000 70 67 NS
= 100,000 30 33
LDT, months
=6 60 77 083
=6 40 23
Serum LDH {n = 65)
Normal 77 68 NS
Increased 23 31
B2-microglobulin, mall
<3 49 48 NS
=3 51 52
Genetic abnormalities
dell13a) 34 38 NS
+12 22 7 028
del(i1q) 28 14 NS
del{17ph mn i NS
ZAP-70 expression
fn =39
< 20% 44 41 NS
= 20% 56 59
Grade 3-4 toxicity
Neutropenia 4 13 < .00
Thrombocytopena — 2 =0
Infection 1 5 <001
Response
CR MRD negative 28 46
CR MRD positive 3a 36 034
PR 26 n
Failure 10 7

CH achigvement Clinical stage, spleen  Clinical stage, B2-

predictors size, sarum LDH, microglobufin,
B2-microglobulin, deil17p)
BM, del(17p}
A i : FCM, f ine, cycioph and mite GH

R-FCM, rituximab plus FCM; NS, not significant; LDH, lactate dehydrogenase;
LDT, iymphocyte doubling time; BM, bore marrow pattern; CR, complete
response; MAD, minimal residual disease; PR, partial response
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patients above the age of 70 were included and only 20% of patients
were older than 65 years, in other trials the proportion of patients older
than 70 years is between 15% and 30%.™'"*

In our study the MRD-negative CR rate was 46%, MRD status is
concentrating important attention in CLL therapy since MRD-
negativity is associated with a longer progression-free survival and
overall survival”'*'* Although the possibility of achieving MRD-
negativity might be a surrogate of a less aggressive disease from the
biologic standpoint, the association between MRD-negative status
and a better outcome has been validated in many studies.”"!

Toxicity of R-FCM, mainly hematologic and infectious, was
manageable and treatment-related mortality was low, The proportion
of patients with severe neutropenia was lower than that reported with
FCR'" although all patients in our trial received G-CSF.

In a historical comparison of two consecutive trials conducted by
our group, we found a higher CR rate with R-FCM than with FCM
(64% v 58%), including a larger proportion of MRD-negative CRs
(46% v 26% ), Albeit this was a retrospective analysis, this comparison
was performed between well-balanced subgroups of patients in terms
of the main clinical and biologic variables, suggesting that the addition
of rituximab highly improves the efficacy FCM, On the downside
there was an increased hematologic and infectious toxicity in patients
treated with R-FCM. Interestingly, in the R-FCM trial some variables
indicating high tumor burden (diffuse bone marrow pattern, enlarged
spleen or increased serum LDH) lost their negative predictive value for
CRachievement observed in the FCM trial.

A number of other findings in our study deserve comment,
particularly regarding response predictors. Of note, patients with de-
letion 17q responded poorly to R-FCM, this adding to the body of
evidence on the ineffectiveness of fludarabine-based therapies in pa-
tients with this genetic lesion.”**** However, no differences in re-
sponse rate were observed among patients with other abnormalities
(ie, deletion 13q, trisomy 12, and deletion 11q). In our trial, patients’
age at inclusion did not correlate with the probability of achieving CR.
This is in contrast with other trials and may be explained by the
absence of patients older than 70 years,'”

Besides genetic abnormalities, clinical stage, and serum fB2-
microglobulin levels correlated with an inferior response. The identi-
fication of response predictors others than del(17p) is important
because the proportion of patients with such a genetic abnormality is
relatively low in all series.”*" In this regard, it is of note that serum
B2-microglobulin, an easily obtainable parameter, correlated with a
lower response rate both in our study and in the FCR trial recently
updated by the M. D. Anderson Cancer Center Group.'"'**! The
search for predictors for response to the newer therapies, mainly new
biologic variables, is warranted.™

Our study has a number of limitations that deserve comment.
First, results are derived from a phase IT trial conducted in a relatively
small number of patients. Second, since the study includes mainte-
nance with rituximab, response duration and survival cannot be prop-
erly assessed yet. Nevertheless, the maintenance phase does not
interfere with the major end point of this report which is response rate.
The dramatic high CR rate obtained with R-FCM makes these results
worth communicating because the ideal companion for rituximab in
chemoimmunotherapy regimens for CLL is far from being estab-
lished. Finally, this regimen was tested in CLL patients with a median
age below that observed in standard CLL populations with no signif-
icant comorbidities. Our results showed higher hematologic toxicity
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in the subgroup of patients older than 60 years. The efficacy and
toxicity of this chemoimmunotherapies in elderly patients, particu-
larly in those with comorbidities, is far from being established and

warrants specific clinical trials.

In conclusion, R-FCM is a well-tolerated regimen that produces
the highest CR rate reported to date, including MRD-negative CRs, in
previously untreated patients with active CLL. Based on these results,
randomized trials comparing R-FCM with other forms of chemoim-

munotherapy are clearly warranted.
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2.- SEGUNDO TRABAJO.

2.1. RESUMEN

Mantenimiento con rituximab tras un tratamiento de primera linea con rituximab,
fludarabina, cliclofosfamida, y mitoxantrone (R-FCM) en pacientes con leucemia

linfatica cronica.

En este segundo trabajo, se presentan los resultados de la segunda fase del
estudio, la correspondiente al mantenimiento con rituximab tras el tratamiento inicial
con R-FCM. A pesar de los buenos resultados obtenidos con las combinaciones de
inmunoquimioterapia en el tratamiento de la leucemia linfatica crénica (LLC), los
pacientes contintan recayendo y la LLC sigue siendo considerada actualmente una
enfermedad incurable.(167, 259) La ausencia de una respuesta sostenida en el tiempo
es debida a la persistencia de enfermedad minima (EMR) tras el tratamiento. Por este
motivo, las estrategias dirigidas a disminuir e incluso a erradicar la EMR podrian
derivar en una mejora en la evolucion de los pacientes con LLC. En la segunda fase
del ensayo se evalud la eficacia y tolerabilidad del tratamiento de mantenimiento con
rituximab tras el tratamiento con R-FCM. Aquellos pacientes que obtuvieron una RC o
RP tras el tratamiento inicial fueron elegibles para la fase de mantenimiento. El
esquema terapéutico de esta fase consisti6 en 375mg/m? de rituximab cada tres
meses durante dos afios hasta un maximo de ocho dosis, en funcién de la respuesta y
de la toxicidad observada. Los pacientes que recibieron al menos 4 ciclos de
mantenimiento fueron considerados para el analisis de respuesta, mientras que
aquellos en los que se tuvo que suspender el mantenimiento de forma prematura a
causa de toxicidad fueron considerados como fracaso al tratamiento. La respuesta en
esta segunda fase se evalud a los tres meses de finalizar el mantenimiento segun los

criterios del NCI/WG.(390) Ademas, se analizdé la EMR mediante citometria de flujo
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simultdneamente en sangre periférica y médula 6sea a los 3 meses de finalizar el
tratamiento con R-FCM, y posteriormente cada 6 meses durante el mantenimiento, y a
los 3 meses de la finalizaciéon del mismo. Finalmente, también se analizaron diferentes
parametros farmacocinéticos del rituximab como el aclaramiento, volumen de

distribucion y semivida.

El anélisis final de los 81 pacientes reclutados en el estudio mostré un 47% de
RC con EMR negativa, un 30% de RC con EMR positiva, un 13% de RP, y un 10% de
fallos de tratamiento. Sesenta y siete de los 81 pacientes que entraron al estudio
recibieron el tratamiento de mantenimiento con rituximab. La mediana de ciclos de
mantenimiento administrados fue de 8 (rango, 2 - 8) y un 80% de los pacientes
completo la totalidad del tratamiento previsto. EI mantenimiento tuvo que suspenderse
de forma prematura en diez pacientes por toxicidad relacionada con el tratamiento, en
un paciente por el desarrollo de una segunda neoplasia, y en dos pacientes por
progresion de la enfermedad. Al finalizar el mantenimiento, un 40.6% de los pacientes
presentaban una RC con EMR negativa, un 40.6% una RC con EMR positiva, un 4.8%
un RP, y un 14% se consideraron como fallo de tratamiento. Seis de los 29 pacientes
(21%) que se hallaban en RC con EMR positiva o en RP tras R-FCM mejoraron su
respuesta mediante el tratamiento de mantenimiento con rituximab. La mediana de
tiempo de conversién de EMR negativa a EMR positiva fue de 43 meses. Con una
mediana de seguimiento de 48.7 meses, la SLP y la SG estimada a los cuatro afios
fueron del 74.8% y 93.7%, respectivamente. El nivel de EMR obtenido tras el
tratamiento con R-FCM fue la variable con mayor poder predictivo de la SLP de los
pacientes. Tras el tratamiento inicial con R-FCM, el 76% de los pacientes presentaban
una EMR negativa en sangre periférica (SP), y un 55% en médula ésea (MO). La SLP
estimada a los 4 afios en los pacientes con una EMR negativa en SP fue del 89.5%,
significativamente superior a la de los pacientes con una EMR positiva, 27%. De la

misma manera, los pacientes con una EMR negativa en MO presentaban también una
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SLP a los cuatro afios mas prolongada que la de los enfermos con EMR positiva, 86%
vs. 60%. El impacto de diferentes variables, incluyendo la respuesta clinica, el tiempo
de duplicacién linfocitaria [TDL], ZAP-70, b2-microglobulina y LDH séricas,
alteraciones citogenéticas, y el estatus de la EMR, sobre la SLP se evalué mediante
un analisis multivariado. De ellas, s6lo la EMR y el TDL mantuvieron su poder

predictivo.

El tratamiento de mantenimiento tuvo que retrasarse a causa de toxicidad
hematolégica en 9 ciclos (2%), cuatro de ellos correspondieron al primer ciclo, y por
toxicidad no hematoldgica en 4 ciclos (0.8%). No se realizé ninguna reduccion de
dosis durante el mantenimiento. Se observo algun grado de neutropenia en un 31.3%
de los ciclos, aunque la neutropenia severa, grado 3 — 4, ocurrid Unicamente en el
8.5% de los ciclos. Cabe destacar que el 55% de los episodios de neutropenia grado 3
— 4 se concentraron en los dos primeros ciclos de mantenimiento con rituximab. La
trombocitopenia y la anemia fueron poco frecuentes durante el mantenimiento, sin
observarse episodios graves. Dieciséis pacientes tuvieron un episodio infeccioso grado
3 — 4, y fallecieron dos pacientes, uno a causa de un sindrome hemofagocitico durante
el tratamiento de mantenimiento, y el otro debido a una leucoencefalopatia multifocal a

los tres meses de finalizar el mismo.

En conclusién, el tratamiento de mantenimiento con rituximab tras R-
FCM consigue mejorar la calidad de las respuestas en un porcentaje de pacientes, y

obtiene una SLP prolongada.
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Rituximab maintenance after first-line therapy with rituximab,
fludarabine, cyclophosphamide, and mitoxantrone (R-FCM) for chronic
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* Maintenance rituximab
attained a prolonged PFS and
improved the quality of
response in patients with
detectable disease after
R-FCM.

The effecti of ri
phocytic leukemia has been ir
treatment with rituximab 500 mg/m2 on day 1 (375 mg/m2 the first cycle), fludarabine
25 mg/m2 on days 1 to 3, cyclophosphamide 200 mg/m2 on days 1 to 3, and mitoxantrone
6 mg/m2 on day 1 (R-FCM), for 6 cycles, followed by a maintenance phase with rituximab
375 mg/m2 every 3 months for 2 years. Sixty-seven [
response (CR) or partial response (PR) with R-FCM were given maintenance therapy.
At the end of maintenance, 40.6% of patients were in CR with negative minimal residual

py in the tr of ic lym-
d in a phase 2 clinical trial that included an initial

having p

di (MRD), 40.6% were in CR MRD-positive, 4.8% remained in PR, and 14% were
considered fail Six of 29 patients (21%) who were in CR MRD-positive or in PR after R-FCM improved their response upon
rituximab maintenance. The 4-year progression-free survival (PFS) and overall survival rates were 74.8% and 93.7%, respectively.
MRD status after R-FCM induction was the strongest predictor of PFS. Maintenance with rituximab after R-FCM improved the quality

of the response, particularly in patients MRD-positive after initial

and apr ged PFS. This trial was registered at

www.clinicaltrialsregister.eu as identifier #2005-001569-33. (Blood. 2013;122(24):3951-3959)

Introduction

Treatment of patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) with
chemoimmunotherapy results in high response rates including many
cases with no detectable minimal residual disease (MRD). However,
all patients eventually relapse and because of this CLL remains an
incurable disease.' The lack of sustained responses observed in CLL
reflects the persistence of MRD afier therapy. Therefore, treatment
strategies aimed to eradicate relentless MRD after initial therapy might
have a favorable impact on the outcome of patients with CLL.
Throughout the last decade, maintenance treatments mainly based
on monoclonal antibodies have been explored in chronic B-cell ma-
lignancies, showing benefits in terms of prolongation of progression-
free survival (PFS).™ In CLL, maintenance or consolidation therapies
with different drugs. including interferon-c,"™'" rituximab,'* ¥

alemtuzumab,'**7 or more recently lenalidomide,”® have been
evaluated. As with other B-cell malignancies, the use of rituximab
maintenance after induction 2 abenefitin

the response duration in patients with CLL."

Based on data obtained from in vitro and in vivo studies,”
we developed a combination chemotherapy including fludar-
abine, cyclophosphamide, and mitoxantrone (FCM). The en-
couraging responses achieved with this combination in patients
with CLL. both previously treated and untreated, ™+ prompted us
to test its combination with rituximab. Therefore, in November 2005,
the Spanish Cooperative Group on CLL (GELLC) launched a phase
2 clinical trial aimed at investigating the feasibility, response, and
toxicity of a treatment strategy consisting of rituximab, fludarabine,
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cyclophosphamide, and mitoxantrone (R-FCM) as initial treatment
followed by rituximab as maintenance therapy. The initial therapy
with R-FCM resulted in an overall response (OR) rate of 93% and
a complete response (CR) rate of 82% (46% MRD-negative CR).™
The final results of the second part of the study. namely the maintenance
phase with rituximab, are presented here.

Patients and methods

Study design and patients

This open-label prospective. multicenter. nonrandomized phase 2 clinical

BLOOD, 5 DECEMBER 2013 - VOLUME 122, NUMBER 24

first year, every 8 months during the second and third year, and every 12
months thereafter. MRD evaluation was performed only in CR MRD-
negative patients until MRD became detectable. Whole PB or BM samples
were incubated with quadruple combinations of antit in a 5-wbe
combination assay with a sensitivity of 107" and analyzed following the
method described by Rawstron et al. " MRD levels are reported as a fraction of
CLL cells of all nucleated cells.

Pharmacokinetic analysis

Blood sampling time was scheduled as follows: immediately before the
rituximab infusion, and after 4, 12, 24, 48, and 72 hours, and a7, 14, 28, and
4% days. Rituximab levels were measured with a validated enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with a quantification limit =0.5 pg/mL. The
pharmacokinetic parameters for ruximab were determined performing a
2 del analysis with first-order distribution rates between

tal was reviewed and approved by ethical cc i in 1o the
Declaration of Helsinki of all centers participating in the study. All patients
provided informed written consent.

The trial consisted of 2 parts: an initial reatment with R-FCM followed by
maintenance with rituximab, For the initial treatment phase, patients were given
R-FCM (rimximab ﬁfilmg.fm: onday | [375 rng-'m: the first cyele], Audarabine
25 mg/m” IV on days 1 10 3, cyclophosphamide 200 mg/m® on days | to 3, and
mitoxantrone & m-;}m“ IV on day 1. given at 4-week intervals) up toa maximum
of 6 cycles, as previously published.™ Patients of 70 vears or younger pre-
senting active disease according 1o the National Cancer Institute—sponsored
Working Group (NCI-WG) criteria™ and with an Eastem Cooperative
Oncology Group ( ECOG) performance status of 0 to 2 were eligible for the
study. Patients with prior history of autoimmune phenomena or a positive
Coombs” test, impaired renal or hepatic function, creatinine clearance inferior
of 50 mL per minute, a past history of B or C hepatitis, severe concomitant
diseases, or pregnancy were excluded from the study.

The response to initial therapy was assessed 3 months after concluding
R-FCM treatment. Patients who obtained a CR or a partial response (PR)
were eligible for the maintenunce phase of the study. Any severe induction-
related event that could impair particip in the phase pre-
cluded eligibility. The main end point of the trial was OR.™ Secondary end
points include PFS after maintenance, MRD levels, woxicity weatment, and
pharmacokinetic analysis,

Inclusion criteria in this second part of the R-FCM rial were an ECOG
performance status of (1o 2, a newtrophil count superior to 1500/L., a platelet
count superior to 75 000/ L., and CR or PR response to prior R-FCM upfront
therapy. Commencing 3 months after the last R-FCM course, patients were
scheduled 1o receive rituximab 375 mg /m® IV on day 1 and thereafter every
3 months for up to 8 courses (2 years) depending on response and toxicity.

criteria

i,

Patients receiving =4 cycles of mai were 1 for
evaluation. However, patients in whom rituximab maintenance was premii-
tarely interrupted (=4 cycles) due 1o toxicity were considered failures, The

1o the phase was I 3 months after the end of
treatment using NCI-WG eriteria™ and included clinical history, physical
on, white blood cell count (WBC) with differential count, liver and
renal function tests, serum lactate dehydrogenase (LDH), and Bo-microglobulin
and immunoglobulin levels, Bone marmow infiltration was assessed by needle
aspiration and biopsy. Patients in CR with no detectable MRD were categorized
as MRD-negative CR. Bone marrow biopsy was not required in cases that did
not attain clinical CR. Imaging studies were not used 10 evaluate response (o
therapy. Patients were assessed by clinical examination every 12 weeks during
the 2-year maintenance phase of the study.

Prospective MRD monitoring was a predefined secondary objective of the
study. MRD was centrally evaluated using multiparametric flow cytometry
assays in paired peripheral blood (PB) and bone marmow (BM) samples 3 months
after R-FCM induction therapy, every 6 months duning rituximab maintenance,
and at the final restaging 3 months after the conclusion of treatment. At
completion of the mai e MRD was assessed in PB every
3 months during the first year, every 4 months during the second and third
year. and every 6 months thercafter and in BM every 6 months during the

exam

2-comy op
compartments by using the pharmacokinetic software WinNonlin (Version
1.1; Scientific Consulting Inc.). The following pharmacokinetic parsmeters
were considered: 1otal body clearance (Cl), volume of the central com-
partment (Ve), volume of distribution at steady state (Vss). eliminati
constant (T1/2). elimination rate constant for the e-phase (T1/2w), el
rate constant for the B-phase (T12), area under the concentration-time
curve (AUC) maximum serum concentration (Cmax ), minimum serum
concentration (Cmin; through serum levels), and mean residence time
(MRT).

End points and statistical considerations

The main end point of the trial was OR.™ Secondary end points were PFS afier
maintenance, MRD levels, and treatment toxicity. PFS was defined by the time
from entry into the trial until CLL prog n or death from any cause and was
calculated in an intention-to-treat basis. Time-to-next treatment (TNT) was
defined by time from the end of initial treatment until the tion of the next
therapy, Quantitative MRD results were categorized in the following groups:
low (<10 ), intermediate (=10 10 <10 %), and high (=10 %), Low-level
MRD was considered as MRD-negative, whereas intermediate- and high-level
groups were considered as MRD-positive. The Fisher exact test or the x: lests
were used o analyze the b patient ch; and re-
sponse and to compare the frequency of adverse events. Actuarial survival
curves were estimated by the method of Kaplan and Meier and compared by
the log-rank test. Cox regression analysis was performed o analyze the adjusted
tlue of MRD in a model that also included well-established
prognostic factors. All statistical tests were 2-sided and the significance level
was 005,

Results
Patients’ characteristics and response to therapy

Results of the response obtained with the R-FCM initial treatment
in 72 patients were previously published.”® The final results ob-
tained in 81 patients were as follows: CR MRD-negative, 47%
(95% CI, 36%-58%); CR MRD-positive, 30% (95% CI, 20%-
40%): PR, 13% (95% CI, 6%-20%): and 10% (95% CL 3%-16%)
failed treatment.

Between July 2006 and November 2008, 67 patients who received
upfront treatment with R-FCM were given rituximab maintenance.
Two patients were not considered for response evaluation due to the
diagnosis of lung cancer after 1 and 2 cycles of rituximab maintenance:
an additional patient declined treatment after 2 courses of rituximab
(Figure 1). Overall, 64 patients (median age, 60 years: range, 35-70
years) were evaluated for response. The main characteristics of the
patients are shown in Table 1. Median number of cycles of main-
tenance administered was 8 (range, 2-8) and 80% of patients com-
pleted the entire planned t In 10 pari i e was
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‘ Assessed for eligibility (n= 85) |

Excluded (n=4)
Not meeting inclusion criteria (n= 4)

Induction (n=81)

Toxicity (n=9)
Death (n=1)

Discontinued R-FCM induction therapy

Patient declined treatment (n= 1)

A 4

Maintenan
aionance Declined treatment (n=1)

therapy

Maintenance with Rituximab (n= 67)

Maintenance interrupted due to solid neoplasm before being
evaluable for response (n=2)

r

Response

Evaluable for response (> 4 cycles of rituximab) (n= 64)

Figure 1. Consort diagram.

discontinued prematurely due to toxicity: in | patient, due to devel-
opment of second malig ies: and in 2 . due to disease
progression.

After rituximab maintenance, 40.6% (n = 26 [95% CI, 29%-
53%]) of patients were in MRD-negative CR, 40.6% (n = 26 [95%
CI, 29%-53%]) in MRD-positive CR, 4.8% (n = 3 [95% CI, 2%-
T4% 1) remained stable in PR, and 14% (n = 9 [95% CI. 6%-22%])
failed treatment. Failures were due to disease progression (4 patients),
severe neutropenia (3 patients), infections (1 patient), and death (1
patient).

Disease status was analyzed before and after rituximab main-
tenance (Table 2). Among 35 patients in MRD-negative CR after
R-FCM. 22 patients (63%) maintained the MRD-negative status at
the end of e treatment, 9 (25.7%) switched from
MRD-negative to MRD-positive, and 4 patients failed treatment, |
due to disease progression, and 3 due to toxicity.

Median time of conversion from negative to positive MRD was
43 months.

No correlation was observed between different biological or
clinical varables, such as age (<60 years vs =60 years), lymphocyte
doubling time (LDT: cutoff 12 months), increased ZAP-70, increased
serum Po-microglobulin and LDH, cytogenetic abnormalities, or
Binet stage, and the achievement of a negative MRD status, How-
ever, when values of mean CD20 fluorescence intensity (MFI) ob-
tained before the entry into the study were compared with the
response achieved, patients with MRD-negative CR after rituximab
maintenance had significantly higher CD20 MFI in comparison with
patients with other responses (204 = 255 vs 99 = 78, respectively;
P = 025). These data suggest that CD20 expression measured by
MFI could be a predictor of resy to the e with
rituximab.

Six of 29 patients (21% ) with detectable disease (CR MRD-positive
or PR) improved their response category upon rituximab maintenance:
2 patients with MRD-positive CR became MRD-negative, whereas
4 patients in PR obtained a CR after maintenance, 2 of them MRD-
negative (Table 2).

Resultados.
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Table 1. Main ch istics of the pati luable for
(n = 64) at the entry of the trial

Variables Distribution, n (%)
Age, y

<60 32 (50}

60-70 32 (50)
Gender

Famale 19 (30)

Male 45 (70)
Binet stage

A a (14)

B 309 (81)

c 16 {25)
Ral Stage

o 31{5)

(1] 43 (67)

-1y 18 (28}
Lymphoeyte count

<100000/uL 45 (70}

=100 000/uL 19 (30)
LDT, n = 55

=12 mo 20 (53)

=12 mo 26 (47)
Serum LDH, n = 61

Normal 45 (74)

Increased 16 (26}
fiz-microglobulin, n = 60

Normal 20 (33)

Increased 40 (67)
Genetic abnormalities, n = 51

del(13g) 12 (23)

+12 6(12)

del(11q) 7 (14)

del(17p) 2(4)
ZAP-70 expression, n = 59

<20% 24 (41)

=20% 35 (59)
Response to R-FCM induction

CR MRD™ 35 (55)

CR MAD" 21 (33)

] a(12)

Median follow-up of the whole series (n = 81) was 48.5 months.
The 4-year PFS and overall survival (OS8) rates were 69.1% (95% CI,
59.3%-78.9%) and 90.5% (95% CI. 78.9%-97.2%), respectively.
Median PFS was estimated to be 59.8 months and median OS was not
reached (Figure 2). As per those patients who received rituximab
maintenance (n = 67), the median follow-up was 48.7 months. The
4-year PFS and OS rates were 74.8% (95% CI, 63.8%-85.8%) and
93.7% (95% CL 87.6%-99.7%). respectively. Median PFS and OS
were not reached (Figure 2).

MRD status after R-FCM induction was the strongest predictor
of PFS

After initial therapy with R-FCM, MRD was considered to be
negative in 76% of patients (45 of 59 patients) in PB and in 55% of
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PB and BM paired samples obtained after R-FCM inductions
were compared for MRD levels: 12 of 57 patients (219 ) with MRD-
negative in PB had MRD-positive in BM. whereas all patients with
negative MRD in BM also had negative MRD in PB. Patients with
MRD-negative in PB but positive in BM (n = 12) presented a similar
PFS than those with negative MRD in BM (4-year PFS, 86% [95%
CL 73%-98%] vs 90% [95% CI, 73%-100%]. P = .85). Finally, 3
patients who achieved MRD-negative in PB but remained MRD-
positive in BM after the initial R-FCM treatment became MRD-
negative in BM upon rituximab maintenance.

The impact of different variables, including MRD levels achieved
after R-FCM on PFS, was tested in a multivariate analysis. MRD
status proved to be a superior predictor for PFS than clinical response
(Figure 2). In addition, when different prognostic variables (LDT
[cutoff 12 months], ZAP-70, serum Bs-microglobulin and LDH,
cytogenetic abnormalities, and MRD levels categorized as positive or
negative in PB and BM) were analyzed as predictors for PFS, only
MRD status in PB along with LDT remained significantly predictive.

According to the criteria used in other trials,”™ MRD levels were
classified into the following categories: low, <107 intermediate,
=10"" 10 <10 % and high, =10 *. When the source of MRD was
BM, no significant differences in PFS were observed between
patients with negative (n = 35) and intermediate (n = 20) subgroups
(at 4 years, 86% [95% CL T3%-98%] vs 74% [95% CI. 54%-93%].
P = .3), whereas patients with high levels of MRD (n = 8) showed an
inferior PFS (at 4 years, 25% [95% CI, 0%-55%], P < .01). In
contrast, when considering MRD in PB there was no difference in
PFS between the intermediate- and high-level MRD groups (at 4
vears, 28% [95% CL, 05%-57%] vs 25% [95% CL, 09%-67%]. P = .75)
(Figure 2).

Toxicity of the mai with rituximab

Treatment was delayed due to hematologic toxicity in 9 cycles (29%), 4
of them corresponding to the first eycle, and due to nonhematologic
toxicity in 4 cycles (0.8%), No reductions in dose of rituximab were
performed. Neutropenia was observed in 31.3% of cycles, although
grade 3 1o 4 neutropenia was detected only in 8.5% of the cycles
(Table 3). Of note, 55% of grade 3 to 4 neutropenia episodes were
concentrated in the first 2 eycles of rituximab maintenance (Figure 3).
Thrombocytopenia or anemia were infrequent and no grade 3 to 4
toxicities were observed during maintenance with rituximab (Table 3).

Sixteen patients experienced grade 3 1o 4 infectious episodes, in-
cluding 9 pneumonia, 2 febrile neutropenia, | appendicitis, | myositis,
I cutaneous infection, | herpes zoster, 1 sepsis. 3 upper respiratory
tract infections, | cerebral abscess, and 1 fever of unknown origin,
Varicella zoster reactivation occurred in 4 patients, Two patients died,
I due to due to hemophagocytic syndrome during maintenance and
the other due to multifocal leukoencephalopathy 3 months after the
end of maintenance therapy. Severe infections (grade 3-4) particularly
occurred at the i tion of maintenance treatment, with almost halt
of all episodes being observed in the first 2 courses of treatment. In

patients (35 of 63 patients) in BM. The 4-year PFS rate of |
with negative MRD analyzed in PB was 89.5%, (95% CI, 79%-98%),
whereas it was 27% (95% CI. 3%-50%) (P < .01) in patients who had
positive MRD in PB. Likewise, patients with MRD-neg: i
had longer PFS in comparison with those with MRD-posi
(at 4 years, 86% [95% CL 73%-99%] vs 60% [95% CI. 429%-78%|:
P =.027).

Table 2. I rate g to the or
treatment phase
P o
CRMRD™  CRMRD" PR Fallure

Response to R-FCM, N = 64

CRMRD . n = 35 22 9 0 4

CRMRD , n = 21 2 15 o 4

PA.n=8 2 2 3 1
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Figure 2. 0S5 and PFS in the R-FCM trial. (4) OS5 and A B
PFS in the whole series. (B) OS and PFS in patients 10
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addition, a second peak of incidence was observed at the end of
maintenance treatment (Figure 3). Infections correlated with the
lof of severe F Thus, grade 3 to 4 infectious
episedes appeared in 19.5% of eycles in which grade 3 to 4 neutropenia
was observed but in only 3% of cyeles with neutropenia inferior to
grade 3 (P < .001). Neutropenia of all grades was more frequent in
patients with 60 to 70 vears (n = 34) than in patients younger than 60
years (n = 33) (39.6% vs 28.6% of cycles, P = .012), although no
differences were observed in the number of severe (grade 3-4) in-
fectious events (5.6% vs 3.6% of cycles, P = NS) or grade 3 10 4
neutropenic episodes (10% vs 7.7% of cycles, P = NS) between both
age groups. Finally, low-serum i selobulin levels of i glob-
ulin G (IgG) (<6.5 mg/dL), IgA (<<0.7 mg/dL), and IgM (<0.4 mg/dL)
were detected in the 58.8%, 49%, and 88.2% of the patients, respec-
tively, at the end of maintenance therapy. Three patients presented
levels of 12G lower than 3 mg/dL. At the end of the maintenance
herapy, serum i T levels were lower than before treat-
ment initiation (supplemental Table 1, available on the Blood
Web site). No relationship was observed between infectious events
and the presence of low levels of immunoglobulins, T-lymphocyte
counts were assessed in PB along with the analysis of MRD.
No relationship between low CD4 " T lymphocyte counts (<200/pL)
and severe infectious events was observed.

Six nonhematologic neoplasms were observed during the main-
tenance phase: 3 lung adenocarcinomas, | epidermoid carcinoma, |

1
de

40
PFS (months)

low-grade urothelial carcinoma, and | intestinal adenocarcinoma,
No therapy-related myeloid neoplasms were detected.

Time-to-MRD i
rituximab maint

and TNT is p ged in R-FCM plus
as d with FCM

Time-t0-MRD conversion and TNT obtained in this trial was com-
pared with that observed in a previous trial from our group using
FCM.™ Inclusion eriteria were similar between both studies, although
the FCM study included patients younger than 65 years, whereas in the
R-FCM trial, the upper age limit was 70 years, Patients” characteristics
were not significantly different between the 2 groups, except for a
higher percentage of cases with trisomy 12 in the FCM cohort.™ In
both studies, MRD was analyzed by FC using a combination of mono-
clonal antibodies with the same se ty. Median time to conversion
from MRD-negative to MRD-positive was significantly longer in the
R-FCM plus rituximab trial than in the FCM trial, (43 months vs 16.4
months, respectively; P = 011) (Figure 4),

In addition, compared with the FCM series, TNT in patients
attaining a MRD-positive CR (median time of 40.4 months vs non-
reached, P = .026) or PR (median time of 6.5 months vs 51 months,
P < .001) was significamly prolonged with R-FCM plus mainte-
nance with rituximab. Finally, TNT was not significantly different
between R-FCM and FCM in patients obtaining an MRD-negative
CR (Figure 4).

Resultados.
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values obtained for each patient are detailed in supplemental Table 2.
OFf note, the patient in PR had low levels of rituximab in serum in
comparison with the 5 patients in CR, which would suggest
possible pharmacokinetic-pharmacodynamic relationship.

This study shows that 2 years of rituximab maintenance therapy in
patients responsive to first-line combination of rituximab, fudar-
abine, cyclophosphamide, and mitox results in a prolonged

duration of response with a 4-year PFS and OS of 69.1% and 90.5%

Table 3. k gic and extrah gi y related to
T
Total, Grade 1-2, Grade 3-4,
Toxicity % % % a
Hematologle
Neutropenia a3 228 85
Thrombocylopenia 4.6 44 02
Anemia 1.2 1.2 Q
Nonhematologic Discussion
Fatigue 0.8 0.8 Q
Gastrointestinal loxicity 2 2 0
Hepatic taxicity 2.2 2 02
Encephalopathy 0.2 0 02
Infections 13 84 4.8
Infectious episodes G 3-4

Preumonia, n = 9

Fabrila neutropenia, n = 2

Cutaneous infection, n = 1

Sepsis (Staphyfococcus spp). n = 1

Cergbral abscess, n = 1

Herpes zoster reactivation, n = 1

Myositis, n = 1

Appendicitis, n = 1

Upper respiratory tract, n = 3

Progressive multifocal
leukoencephalopathy, n = 1

Faver of unknown ofigin, n = 1

Neoplasm

Lung adenocarcinoma, n = 3

Epidermoid carcinoma, n = 1

Low-grade urothelial carcinoma
noninvasive, n = 1

Intestinal adenocarcinoma, n = 1

Toxicity was based on the NCI-WG and World Health Organization classification
and expressed as a percentage of the cycles administered.

To gain insight into the impact of rituximab maintenance on MRD
and clinical outcome, kinetics of MRD under rituximab were
analyzed. During rituximab maintenance treatment, 72% and 47% of
MRD-positive patients show stable or decreased MRD values, even
below the limit of detection. in BM and PB, respectively. By contrast.
in patients treated with the FCM protocol, once MRD-positive, a
steady increase in MRD levels was always observed. Interestingly,
once rituximab mai e was completed in the R-FCM trial, the
kinetics of MRD showed a steady increase, mostly resembling the
kinetics observed in patients from FCM protocol. In Figure 4E-F,
the MRD kinetics of representative patients are depicted.

Rituximab pharmacokinetics

Six patients on maintenance therapy were selected for pharmacoki-
netic analysis. Five patients obtained a CR and | a PR with R-FCM
induction, The rituximab levels of all patients on maintenance therapy
remained detectable because the levels of all patients on 3-monthly
schedule maintenance therapy remained with a mean concentration
of 6.2 pg/ml (range, 1.0-11.1 pg/mL). The terminal elimination half-
life (T1/2B) of Atuximab in all patients was estimated to be 24.6 days
(range, 3.4-50.5 days), with an intersubject variability of 64.2%. The
mean AUC value was 2675.9 g % day/L/1.73 m” (1184.4-35774 pg %
day/L/1.73 m?) for a normalized dose of rituximab of 375 mg/m’,
with an intersubject variability of 35.4%. Vss and Cl were 6981.0 L/
1.73 m* (2960.5-10360.0 1/1.73 m*) and 285.6 mL/day/1.73 m*
(180.0-603.8 mL/day/1.73 m), respectively. The pharmacokinetic

for the whole series, and 74.8% and 93.7% for patients entering the
rituximab maintenance-study phase. These results compare favorably
with those observed in the che herapy t arm of
the German CLL Study Group CLLS trial (3-year PFS and OS of
65% and 87%)." whereas they need longer follow-up to be compared
with the MD Anderson Cancer Center FCR series. The role of
rituximab maintenance has been explored with or without prior
chemoimmunotherapy. "' In line with our results, Del Poeta et al
reported that patients receiving consolidation and maintenance with
rituximab (n = 28) showed a longer PFS in comparison with a control
group (n = 18) not receiving rituximab consolidation (87% vs 32% at
5 years, P = .001)."* Moreover, our results are comparable with those
obtained after upfront treatment with FCR-Lite followed by rituximab
maintenance administered at higher doses (5-year PFS and OS, 66.9%
and 85.5%, respectively)."” Finally, the role of maintenance in CLL is
currently explored using other drugs. Thus, the results of consoli-
dation treatment with lenalidomide after upfront therapy with the
pentostatin, cyclophosphamide, and rituximab (PCR) combination
have been recently reported, showing again a benefit of the main-
tenance in the treatment of patients with CLL.**

The cbservation that the interval for conversion from MRD-
negative 1o MRD-positive, and that the TNT was longer in this trial

A Grade 3-4 infectious episodes

ki

oM B oo O

Cycle Cycle Cycle Cyde.Cyc!e.Cyde Cycle.Cyde
1 2 3 4 5 & 8

B Grade 3-4 neutropenia

12
10 +—
8 1 i B i
s a— S—
4 4 —
o .
p . . = . = W

Cycle Cycle Cycle Cycle Cycle Cycle Cycle Cycle

1 2 3 4 5 ] 8

Figure 3. Infectious episodes observed in the R-FCM trial during the maintenance

phase. (A} Percentage of grade 3 to 4 infectious episodes. (B) Grade 3 1o 4
penia api by eycle of .
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Figure 4. Comparison of the R-FCM with the pre- A B
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compared with FCM, could be attributable to the effect of rituximab
through the control of MRD levels during maintenance. However,
this is a retrospective comparison, despite that data from the German
CLL Study Group CLLS trial showing that patients who attained
MRD-negative with chemotherapy combinations had a comparable
clinical benefit to patients who achieved MRD-negative with chemo-
i herapy combinations.”** To better comprehend the impact
of rituximab maintenance on MRD and clinical outcome, the Kinetics
of MRD under maintenance were analyzed. Rituximab maintenance
was able to control MRD levels (negativized, reduced, or maintained
levels of residual disease stable) in a proportion of patients.
This phenomenon has been reported after allogeneic stem cell
transplantation,™ but is not observed after chemotherapy with FCM
or autologous stem cell tr I ion." Once
finished, levels of MRD steadily increased, mostly resembling the
kinetics observed in patients from the FCM protocol.

Finally, variables predicting response duration in other trials, as
elevated serum LDH and B2 microglobulin, and high expression of
ZAP-70," did not show adverse impact in the R-FCM plus rituximab
maimtenance study. In this trial, only MRD levels and LDT predicted
PFS duration, parameters that define the quality of response and the
kinetics of the dise

In this study, maintenance therapy was feasible but the hema-
tological and infectious toxicity were not negligible. Previous studies

e was

ering rituximab as maintenance treatment in CLL reported
inferior hematologic toxicity and a lower number of infectious events
than those observed in our study,'™ This discrepancy may be
attributed to differences in intensity of initial treatment regimens used
in these trials."™"* In our study, it is difficult to discriminate which part
of the observed toxicity was due to the Atuximab maintenance itself or
to the initial treatment with R-FCM. In this regard, long-term follow-
up of FCR series""" disclosed that a substantial number of patients had
persistent cytopenia after FCR treatment and a risk of 10% of serious
infection was observed during the first year of remission.'** In
our study. the fact that approximately half of severe neutropenia
and infectious episodes were concentrated in the first 2 cycles of
maintenance treatment suggests that induction therapy influences
the risk of early infections during maintenance. For this reason,
treatment strategies including maintenance therapy should take
into account prior therapy and toxicity.

In conclusion, R-FCM followed by rituximab maintenance attained
a prolonged PFS and improved the quality of response, particularly in
patients with detectable disease after upfront R-FCM. Thus, this study
supports the concept of the maintenance strategies, either with mono-
clonal antibodies or other novel therapies, in a disease where all pa-

tients eventually relapse. Further prospective, randomized clinical
trials are needed to assess the precise role of maintenance strategies
in prolonging response and survival in CLL.

Resultados.
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IV. DISCUSION

Tratamiento de primera linea con rituximab en combinacion con fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrone y mantenimiento con rituximab en pacientes con

leucemia linfatica cronica.

- La combinacién de inmunoquimioterapia de rituximab con fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrone obtiene una alta tasa de respuestas en pacientes
con LLC previamente no tratados, incluyendo un alto numero de respuestas

completas con enfermedad residual negativa.

En el primer trabajo se presentan los resultados del tratamiento en primera
linea de pacientes jovenes con LLC con la combinacion de R-FCM. Los resultados del
estudio muestran que esta combinacién de inmunoquimioterapia es altamente activa
en pacientes con LLC previamente no tratados, con una toxicidad manejable. Es
importante destacar tanto la alta tasa de respuestas conseguidas con esta
combinacioén, con la que se obtuvo una tasa de RG del 93%, como también la calidad
de las respuestas obtenidas, con una tasa de RC del 82%, de las cuales un 46%
fueron RC con EMR negativa. A pesar de las limitaciones que conlleva la comparacién
de diferentes estudios entre ellos, debe resaltarse que la tasa de RC obtenida fue
claramente superior a la reportada con fludarabina en combinacién con ciclofosfamida
(FC) tanto por el grupo inglés (United Kingdom Leukemia Research Fund, LRF CLL4),
como por el grupo aleman (German CLL Study Group), y el intergrupo de los Estados
Unidos (US Intergroup Trial E2997), con tasas de RC del 39%, 24% y 23%,
respectivamente, (81, 166, 277). En un ensayo fase |l disefiado por el grupo de M. D.

Anderson Cancer Center con la introduccibn ya de una combinacién de
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inmunoquimioterapia, rituximab junto con FC (FCR), se obtuvo una tasa de RG del
95% y RC del 72%.(259) Posteriormente, el grupo aleman reporté una tasa de RG del
90% y de RC del 44% en un ensayo fase Ill randomizado de FCR frente a FC, en el
brazo de inmunoquimioterapia.(167) Otros ensayos que utilizaron la combinacion de
farmacos de FCR en diferentes dosis y esquemas de tratamiento obtuvieron tasas de
RC entre un 61% hasta un 79% de los pacientes.(242, 391) Finalmente, la tasa de RC
obtenida con otras combinaciones de inmunoquimioterapia, como rituximab junto con
bendamustina o pentostatina y ciclofosfamida, fueron del 23,1% vy del 41%,
respectivamente.(303, 392) A pesar de que los datos de respuesta de nuestro estudio
resultan favorables en relacion a los de los diferentes estudios previamente citados, la
comparacion de estos ensayos es dificil debido a la heterogeneidad de los pacientes
incluidos en los diferentes estudios. En este sentido en nuestro ensayo no se incluy6
ningun paciente con edad mayor a 70 afios y sélo el 20% de los pacientes tenia una
edad por encima de los 65 anos. En otros ensayos la proporcién de pacientes con

edad superior a los 70 afios se encontraba entre un 15% a un 30%.(81, 259, 391)

La tasa de RC con EMR negativa alcanzada con R-FCM fue del 46%. Los
niveles de EMR obtenidos tras el tratamiento estan suscitando cada vez un mayor
interés en la LLC. Varios estudios han correlacionado la negativizacién de la EMR con
una mayor SLP e incluso con una mayor SG.(182, 239-246). Recientemente, el grupo
aleman corrobor6 el valor predictivo de la cuantificacion de la EMR en una serie amplia
de enfermos dentro del estudio prospectivo CLL8.(244) Ademas, demostraron que el
valor predictivo de la EMR obtenida tras el tratamiento es independiente de otros
factores pronésticos, asi como de la terapia previa empleada, FCR o FC.(244) Aunque
todavia no esté claro si el estatus de la EMR esta reflejando una enfermedad
biolbgicamente menos agresiva y que deba perseguirse su negativizacion como un

objetivo del tratamiento, si debe tenerse en cuenta su impacto prondstico en la
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duracibn de la respuesta de los pacientes tratados con regimenes de
inmunoquimioterapia.

Finalmente, otro punto a tener en cuenta es la rapidez con la que se obtuvo la
respuesta al tratamiento. El tratamiento con R-FCM consiguié una reduccion tumoral
muy importante en los primeros ciclos. De hecho, cuando se analiz6 la maxima
respuesta clinica obtenida, sin tener en cuenta las citopenias relacionadas con el
tratamiento, practicamente no se observd ninguna mejoria a partir de los 3 ciclos de
tratamiento. En futuros estudios debera evaluarse si en determinados subgrupos de
pacientes, por ejemplo aquellos con caracteristicas de buen pronéstico y buena
respuesta inicial, es posible la reduccién del numero de ciclos de tratamiento sin que

esto repercuta negativamente en la duracién de la respuesta.

El perfil de toxicidad de la combinaciéon de R-FCM fue tolerable.

La toxicidad del tratamiento fue manejable y la mortalidad relacionada con el
mismo fue baja. Los eventos adversos que se observaron de forma mas frecuente
fueron de tipo hematoldgico e infeccioso. El porcentaje de pacientes que presentaron
una neutropenia grave fue inferior a la reportada con FCR,(167, 232) aunque cabe
mencionar que en el presente estudio todos los pacientes recibieron profilaxis con

factores estimulantes de las colonias granulocitarias.

En comparacion con el ensayo clinico con fludarabina, ciclofosfamida y
mitoxantrone (FCM) en pacientes con LLC previamente no tratados, R-FCM

obtiene una mayor tasa de respuestas completas.
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En una comparacién histérica con el ensayo previo del grupo con FCM,(243) R-
FCM obtuvo una mayor tasa de RC, 82% vs. 64%, y una mayor proporciéon de RC con
EMR negativa, 46% vs. 26%. Aunque se trate de una comparacion retrospectiva, los
dos ensayos presentaban pacientes de caracteristicas similares y las principales
variables bioldgicas y clinicas estaban balanceadas entre ambos estudios. Estos
resultados sugieren que la adicién de rituximab mejora la eficacia de FCM. Aunque
ambas combinaciones obtuvieron una tasa de respuestas globales muy alta, 90% con
FCM vs. 93% con R-FCM, el porcentaje de RC y sobre todo de RC con negativizacién
de la EMR fueron superiores en el presente estudio.

Por otro lado, también hay que resaltar que la toxicidad hematolégica e
infecciosa fue mayor en los pacientes que recibieron R-FCM en comparacién con
FCM. De forma interesante, algunas variables que fueron predictoras de una menor
probabilidad de conseguir una RC con FCM, como el patrén de infiltraciéon difusa en la
biopsia de médula 6sea, la presencia de esplenomegalia o el aumento en los valores
séricos de LDH, perdieron su impacto pronostico negativo con el tratamiento de R-

FCM.

La delecion de 17p y los niveles séricos de B,-microglobulina como variables

predictoras de respuesta a la combinaciéon de R-FCM.

De entre las diferentes variables analizadas como predictoras de la respuesta
al tratamiento cabe destacar la delecién de 17p. La respuesta al tratamiento en los
pacientes con esta alteracion genética fue claramente insatisfactoria, lo cual vuelve a
demostrar la ineficacia de las combinaciones basadas en fludarabina como tratamiento
de este subgrupo de pacientes.(81, 167, 175) Por el contrario, las demas alteraciones
genéticas como la delecién de 13q, la trisomia 12 o la delecion de 11q, no tuvieron
ningun impacto en la posibilidad de alcanzar una RC. A diferencia de lo observado en
otros estudios,(232) la edad al inicio del tratamiento no se correlaciondé con la
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probabilidad de conseguir una RC. Una posible explicacién de ello en nuestro ensayo
seria la ausencia de pacientes mayores de 70 afios. Mas alla de la deleciéon de 17p,
que cabe recordar que es una alteracién con una baja frecuencia en los pacientes
previamente no tratados con LLC, otras variables que se correlacionaron con la
obtencion de una inferior respuesta fueron el estadio clinico al inicio del tratamiento y
los niveles séricos de Bo-microglobulina. La B,-microglobulina sérica es una variable de
facil obtenciéon y que ya demostré ser un parametro robusto que se correlacionaba con
la respuesta en el estudio previo del grupo de M. D. Anderson Cancer Center con

FCR.(232)

Limitaciones del estudio.

En el presente trabajo deben destacarse algunos factores que pueden
condicionar las conclusiones del estudio. En primer lugar, los resultados obtenidos
derivan de un ensayo clinico fase Il con un relativo reducido nimero de pacientes. En
segundo lugar, hay que destacar que la mediana de edad de nuestro estudio es
claramente inferior a la observada en la poblacién general con LLC. Hay que tener en
cuenta que la toxicidad hematologica que se observé en el subgrupo de pacientes
mayores de 60 afos fue superior en comparacién con los pacientes mas jovenes.
Ademas, los pacientes que participaron en el estudio no presentaban comorbilidades
significativas. Los datos disponibles sobre la eficacia y toxicidad de los regimenes de
inmunoquimioterapia como R-FCM en pacientes mayores con LLC, en particular en
aquellos pacientes con comorbilidades asociadas, son muy escasos actualmente. Para
esta poblacién de enfermos, por otro lado, mayoritarios en la practica clinica habitual,
se estan ensayando combinaciones de inmunoquimioterapia con un perfil de toxicidad
mas favorable, y nuevos farmacos no quimioterapicos, con unos resultados muy
prometedores. (248, 307) Finalmente, en el presente estudio, no se pudo analizar el
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impacto de las nuevas alteraciones moleculares, como las mutaciones en TP53,

NOTCH1, SF3B1, o BIRC3, como variables predictoras de respuesta a R-FCM.

En conclusion, R-FCM es un régimen con una toxicidad tolerable que obtiene
una muy alta tasa de respuestas, incluyendo RC con EMR negativa, en pacientes con
LLC previamente no tratados. Los regimenes de inmunoquimioterapia estan aportando
las mayores tasas de respuestas reportadas en la LLC. Tanto R-FCM como FCR son
combinaciones de tratamiento muy activas en los pacientes con esta enfermedad y
con un perfil de toxicidad aceptable al menos en los pacientes joévenes sin
comorbilidades importantes asociadas. Sin embargo, pueden no ser tolerables en una
parte importante de la poblacion de pacientes con LLC, donde otras combinaciones
menos intensivas, como clorambucilo junto con rituximab u obinutuzumab, o rituximab
y bendamustina, podrian ser mas adecuadas.(303, 307) Finalmente, los buenos
resultados obtenidos con los nuevos farmacos en la LLC, principalmente los
inhibidores de tirosin quinasa capaces de bloquear las sefales derivadas del receptor
de células B, los inhibidores de senales antiapoptéticas como bcl2, y los nuevos
anticuerpos monoclonales, podrian cambiar el paradigma de tratamiento de esta
enfermedad.(261-263, 265, 325) Los estudios con estas moléculas tanto en
combinacién con los esquemas de quimioterapia anteriores, como en combinacién
entre ellas, o en monoterapia, deberan aportar mayor luz sobre cuél debe ser la mejor

estrategia terapéutica en los pacientes con LLC.
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- El tratamiento de mantenimiento con rituximab obtiene una SLP prolongada y
consigue mejorar la calidad de las respuestas en pacientes con enfermedad

detectable tras R-FCM.

Una de las estrategias que ha obtenido un mayor éxito en el tratamiento de los
sindromes linfoproliferativos ha sido el uso de esquemas de mantenimiento tras el
tratamiento inicial, principalmente con anticuerpos monoclonales.(321-323) En este
sentido, en la LLC se han explorado diferentes terapias de mantenimiento o
consolidacion, incluyendo interferon-a,(309, 393) alemtuzumab,(310, 311, 317, 318,
394-398) rituximab,(242, 312, 313, 324, 391, 399, 400) y mas recientemente
lenalidomida.(314) De forma analoga a lo observado en otros sindromes
linfoproliferativos B, el uso de rituximab como tratamiento de mantenimiento en la LLC
parece que podria mejorar la duracién de la respuesta de los pacientes.(313)

En el segundo trabajo se muestran los resultados obtenidos con el tratamiento
de mantenimiento con rituximab tras R-FCM. El estudio mostré que el mantenimiento
con rituximab durante dos afios obtenia una duracion de la respuesta prolongada, con
una SLP y SG a los cuatro afios del 74.8% y 93.7%, respectivamente. Estos
resultados se comparan de forma favorable con los obtenidos en la rama de
inmunoquimioterapia del ensayo del grupo aleman CLL8,(167) con una SLP y SG a los
tres afios del 65% y del 87%, respectivamente, mientras que todavia es necesario un
mayor seguimiento para poderlos comparar con la serie de FCR del MD Anderson
Cancer Center.(261)

El papel de rituximab como tratamiento de mantenimiento ya habia sido
explorado en estudios previos en la LLC.(242, 312, 313, 324, 391, 399, 400) Del Poeta
y cols. en consonancia con nuestros resultados, reportaron una SLP estimada a los
cinco afos del 87% en un grupo reducido de pacientes que habian sido tratados con
rituximab en consolidacién y mantenimiento.(313) Asimismo, nuestros resultados son
comparables con los conseguidos con un tratamiento inicial con FCR-Lite seguido por
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un mantenimiento con rituximab a dosis mas altas (SLP y SG estimada a los cinco
afos del 66.9% y 85.5%, respectivamente).(324, 391)

Finalmente, mas alla de los anticuerpos monoclonales, actualmente se estan
explorando nuevos farmacos como tratamiento de mantenimiento en la LLC. En este
sentido, los datos preliminares del uso de lenalidomida como tratamiento de
consolidacién tras pentostatina, ciclofosfamida y rituximab (PCR) han obtenido unos

resultados muy prometedores.(314)

Efecto del rituximab como tratamiento de mantenimiento.

Con la finalidad de analizar en mayor profundidad el impacto del tratamiento de
mantenimiento con rituximab, se comparé el tiempo hasta la conversiéon de la EMR y el
tiempo hasta el siguiente tratamiento, obtenidos en este ensayo y en el estudio previo
del grupo con FCM, ensayo que no incluia una estrategia de mantenimiento posterior.
El tratamiento de R-FCM seguido de mantenimiento con rituximab consiguié un
intervalo de tiempo hasta la conversion de la EMR negativa a positiva
significativamente mayor que el obtenido en el estudio previo con FCM, 43 meses vs.
16.4 meses. Ademas, el tiempo hasta el siguiente tratamiento en los pacientes en RC
con EMR-positiva 0 en RP tras el tratamiento inicial fue también mas prolongado en la
cohorte de pacientes tratados con R-FCM mas rituximab. Aunque se trate de una
comparacion historica, la mejoria obtenida con el presente estudio parece en gran
parte derivada de la adicién del mantenimiento con rituximab. En este sentido, a pesar
de que ambos estudios difieren en el tratamiento inicial, FCM vs. R-FCM, los datos del
estudio aleman CLL8 mostraron que los pacientes que conseguian una EMR negativa
con el brazo de quimioterapia sola, FC, tuvieron un beneficio clinico similar a aquellos

que la alcanzaban con la combinacién de inmunoquimioterapia, FCR.(167, 244)
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Ademas, cabe destacar, que en ambos estudios la EMR se analizé por citometria de
flujo con una sensibilidad similar.

Asimismo, para obtener un mayor conocimiento del verdadero impacto del
mantenimiento con rituximab en la EMR y en la evolucion clinica de los enfermos, se
analizé también la cinética de la EMR durante el mantenimiento. En una proporcion de
enfermos, rituximab fue capaz de controlar los niveles de la EMR, negativizarla,
reducirla, o mantenerla en unos niveles estables. Este hecho se habia observado tras
el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, pero no tras la combinacion
de quimioterapia con FCM ni con el trasplante autélogo.(401) Cabe resaltar que al
finalizar el tratamiento de mantenimiento, los niveles de EMR aumentaron con una
cinética similar a la observada tras FCM. Finalmente, variables asociadas en estudios
previos a una menor duracién de la respuesta, como valores séricos elevados de LDH
o0 Bomicroglobulina, o una expresion alta de ZAP-70,(243, 259) no mantenian un
impacto negativo con R-FCM junto con rituximab de mantenimiento. En este ensayo,
Unicamente los niveles de EMR y el tiempo de duplicacion linfocitaria fueron
predictores de la SLP de los enfermos. Es interesante destacar que son parametros
que definen por un lado la calidad de la respuesta alcanzada, y por otro, la cinética de

la enfermedad.

El tratamiento de mantenimiento con rituximab fue factible pero no exento de

toxicidad hematoldgica e infecciosa.

Los estudios previos que habian utilizado un tratamiento de mantenimiento con
rituximab en la LLC habian reportado una toxicidad hematolégica inferior, y un menor
numero de episodios infecciosos en comparacion con nuestro estudio.(312, 313, 399)
Esta discrepancia puede estar en relaciébn con la intensidad de los diferentes
regimenes de tratamiento inicial utilizados en estos ensayos.(312, 313, 399) En
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nuestro estudio es dificil discriminar qué parte de la toxicidad observada durante el
mantenimiento deriva realmente del tratamiento de mantenimiento en si, o es
consecuencia del tratamiento inicial con R-FCM. En este sentido, el seguimiento a
largo plazo de los pacientes tratados con FCR, mostr6 que un niumero substancial de
los pacientes presentaban citopenias persistentes, y que hasta un 10% de los
enfermos presentaban infecciones graves durante el primer afio de la
remision.(259)(402) En nuestro estudio, el hecho de que cerca de la mitad de los
episodios de neutropenia grave y de los episodios infecciosos se concentrasen en los
dos primeros ciclos del mantenimiento apunta claramente a que el tratamiento inicial
con R-FCM condiciona parte de la toxicidad observada durante el tratamiento de
mantenimiento. De todo ello se deriva que la toxicidad asociada al tratamiento inicial
debe tenerse en cuenta en el disefio de las estrategias terapéuticas que incluyan un

mantenimiento en el tratamiento de los pacientes con LLC.

En conclusiéon, el esquema de tratamiento de R-FCM seguido de un
mantenimiento con rituximab consigue una SLP prolongada y mejora la calidad de las
respuestas obtenidas, particularmente en aquellos pacientes con persistencia de
enfermedad detectable tras R-FCM. Este estudio sostiene el concepto de las
estrategias de mantenimiento en una enfermedad donde practicamente todos los
pacientes recaeran. Sin embargo, estos resultados deben confirmarse en estudios
posteriores randomizados donde podra determinarse de forma mas precisa el
beneficio del rituximab como mantenimiento en la LLC. Ademas, la aparicién de
nuevos farmacos como los inhibidores de tirosin quinasa y los inhibidores de BCL2,
poco téxicos y con unos datos de eficacia muy alentadores incluso en los pacientes
con caracteristicas biologicas tradicionalmente de alto riesgo, deben ofrecer nuevas

opciones en el disefio de estudios con estrategias de mantenimiento en la LLC.
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V. CONCLUSIONES

1.- La combinacién de inmunoquioterapia basada en rituximab junto con fludarabina,
ciclofosfamida y mitoxantrone obtiene una alta tasa de respuestas, la mayoria de ellas
respuestas completas, e incluyendo en un porcentaje importante de ellas la

negativizacion de la enfermedad minima residual.

2.- La toxicidad observada con la combinacion fue aceptable.

3.- Las variables previas al tratamiento que tuvieron un impacto pronéstico negativo
para la obtencion de una respuesta completa fueron la presencia de una delecion de

17p, los niveles séricos elevados de la B2-microglobulina y el estadio clinico avanzado.

4.- El tratamiento de mantenimiento con rituximab tras R-FCM consigue una SLP
prolongada y mejora la calidad de las respuestas en un porcentaje de pacientes,

particularmente en aquellos con persistencia de enfermedad detectable tras R-FCM.

5.- El tratamiento de mantenimiento con rituximab fue factible pero no exento de

toxicidad hematolégica e infecciosa.

6.- Los niveles de EMR obtenidos tras el tratamiento inicial con R-FCM fue la variable

con mayor poder predictivo de la SLP de los pacientes.
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