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Introduccion

1.1. Linfoma folicular. Definicion y diagndstico.

El linfoma folicular (LF) es un sindrome linfoproliferativo de linea B que se origina
a partir de células del centro germinal de los foliculos linfoides. Desde un punto de vista
morfologico se caracteriza por una proliferacion de centrocitos (linfocitos de tamafio
pequefio o mediano con nucleo hendido y escaso citoplasma) y centroblastos (c€lulas
grandes con nucleo redondo u ovalado) que se agrupan en forma de nodulos. En la
actual clasificacion de la OMS (1) los LF se clasifican segin la proporcion de
centroblastos en: grado I (0-5 centroblastos por campo de gran aumento), Il (6-15
centroblastos) y III (> 15 centroblastos), que se corresponden con los subtipos clinicos
denominados respectivamente de célula pequenia hendida (FCPH), mixto (FM) y de
célula grande (FCQG), en la Working Formulation (2). El patrén de crecimiento es
predominantemente nodular, con foliculos de tamafio y forma homogénea, con una zona
del manto mal definida, lo que los distingue de foliculos de tamafio variable con un
manto bien definido presentes en la hiperplasia folicular reactiva. Pese al patron
tipicamente nodular, pueden existir areas difusas en las que suele haber esclerosis que
representan focos de transformacion a un linfoma mas agresivo (3). Las células del LF
expresan marcadores de linea B tales como CD19, CD20, CD22, CD79a, asi como
CDI10 y las proteinas BCL-2 y BCL-6 y suelen ser IgS+, CD5-, CD43-. La expresion de
la proteina BCL-2 ayuda en el diagnostico diferencial con la hiperplasia folicular
reactiva; sin embargo, no permite distinguir el LF de otros sindromes linfoproliferativos
de bajo grado que con frecuencia también la expresan (4-6) [Tabla 1]. En las areas
foliculares se hallan asi mismo células foliculares dendriticas CD21+, CD23+ formando
un denso entramado. El marcador citogenético caracteristico del LF es la translocacion

t(14;18)(q32;921) presente en 70-85% de los casos (7,8), que da lugar al
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reordenamiento BCL2/IgH. El 70% de los puntos de ruptura en el cromosoma 18 se
agrupan en una region denominada MBR (major breakpoint region) y el 5-15% en la
region mcr (minor cluster region) situada a 20 kb de la anterior (9,10). El hecho de que
los puntos de ruptura se hallen relativamente agrupados permite que dicho
reordenamiento se detecte mediante una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional en alrededor del 60-75% de los casos (8). En los tltimos afios, se
ha descrito la aparicidén de una tercera region en la que se agrupan los puntos de ruptura,
situada entre MBR y mcr, que se ha denominado icr (intermediate cluster region) y que
en algunas series es mas frecuente que mcr (11,12) [Figura 1]. El empleo de técnicas
mas sensibles que cubren la distancia entre MBR y mcr como la long-distance PCR,
FISH en interfase o el uso de cebadores adicionales evitan la aparicion de falsos
negativos por la existencia de puntos de reordenamiento diferentes de los previamente
conocidos. Asi, con estas técnicas es posible la deteccion de hasta un 90-100% de los

reordenamientos (13,14).

Tabla 1. Perfil inmunofenotipico de sindromes linfoproliferativos B (6).

CD20 |Igs |CD79b |CD10 |CDS5 |CD23|CD25|CDI11¢c|CD103 | BCL-2
LF + [+ | + + - - - _ _ e
LLP | + [+ ]| + - - - _ _ - n
TLC | + |+ + - - - + + + +
LELV| + + + - - - +/- +/- +/- 4
LLC | +* |+*| 4+/- - + + - - - +
LCM | + + + - + - - - - +

LLP: Linfoma linfoplasmocitoide; TLC: Tricoleucemia; LELV: Linfoma esplénico con
linfocitos vellosos; LLC: Leucemia linfatica cronica; LCM: Linfoma de células del manto;
-: ausencia de expresion; -/+: expresion en 25-50% células neoplasicas; +/-: expresion en
50-75% células neoplésicas; +: expresion en >75% células neoplasicas; * expresion débil;
** sobrexpresion.
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Figura 1. Puntos de ruptura de la t(14;18)(q32;g21) en el cromosoma 18.
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1.2. Epidemiologia.

El LF constituye el segundo subtipo més frecuente de linfoma no hodgkiniano
(LNH) en nuestro medio, tras el linfoma difuso de células grandes. Asi, el LF representa
el 15% de los linfomas hodgkinianos diagnosticados en un hospital de nuestro medio
(15). Sin embargo, esta proporcion es sumamente variable segin el area geografica
estudiada, de manera que mientras que el LF supone alrededor de un tercio de los
linfomas hodgkinianos en paises anglosajones, en Asia Unicamente representa el 11%
de los LNH (16). Cabe destacar que en descendientes de emigrantes asidticos a los
EEUU la proporcion de LF aumenta hasta acercarse a cifras similares a las observadas
entre los nacidos en dicho pais (17). Se ha sugerido una relacion entre esta menor
proporcion de LF en Asia y la menor incidencia de reordenamiento BCL-2/IgH en esta
zona respecto a la de los paises occidentales, sin embargo la proporcion de individuos
sanos con este reordenamiento es similar en ambos grupos de poblacion, sugiriendo la
existencia de diferentes mecanismos patogenéticos como causa de la variabilidad

geografica en la incidencia del LF (18).
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1.3. Origen de las neoplasias linfoides. Etiopatogenia del LF.

Las neoplasias linfoides B se originan por la proliferacion de linfocitos B detenidos
en algun punto durante su proceso de maduracion [Figura 2]. El desarrollo de las células
linfoides de linea B se inicia con el reordenamiento de su ADN en la médula osea,
mediante un proceso de recombinacion de las regiones variables, de diversidad y de
union (V-D-J) del gen de las inmunoglobulinas (Ig). Debido a la variedad de segmentos
V, D y J en la linea germinal, este proceso de reordenamiento da lugar a una
combinacion que es diferente en cada célula B y que codifica una Ig especifica para
cada clona, que actia como receptor antigénico de membrana. Una vez las células B
“virgenes” abandonan la médula 6sea y reconocen a su antigeno, se acumulan en los
centros germinales de los foliculos secundarios, donde experimentan nuevas
modificaciones en su material genético. Las mas caracteristicas, ya que definen el
origen en el centro germinal, son las llamadas hipermutaciones somaticas, que consisten
en mutaciones (cambios en un unico nucledtido, deleciones o duplicaciones) en la
region variable de los genes de las Ig. Mediante estas mutaciones se obtienen
anticuerpos con una mayor afinidad por su antigeno. Los linfocitos que no son capaces
de producir un anticuerpo funcional son eliminados por un mecanismo de apoptosis. Por
el contrario, en las células linfoides que expresan una Ig de superficie eficaz, la
expresion de la proteina BCL-2, responsable de la inhibicion de la muerte celular
programada, las rescata de la apoptosis, permitiendo que dichas células abandonen el
centro germinal para convertirse en cé¢lulas B de memoria o diferenciarse en células
plasmaticas (4,19,20). Por esta razon, en condiciones fisiologicas no existen células

linfoides con expresion de BCL-2 en el centro germinal.
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Figura 2. Origen celular de los linfomas (20).
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El LF se origina, pues, a partir de las células linfoides que han penetrado en el
centro germinal tras haber reconocido a su antigeno correspondiente y que escapan de la
apoptosis gracias a la sobrexpresion de BCL-2 (20). La presencia de mutaciones
somaticas en las regiones variables de sus Ig demuestra el origen de las células de los
LF en el centro germinal (21,22). El marcador citogenético caracteristico del LF es la
translocacion t(14;18)(q32;q921) que da lugar a la yuxtaposicion del oncogén BCL-2,
situado en el cromosoma 18, al gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas que se
halla en el cromosoma 14. Esta translocacién probablemente se produce por un error
durante el proceso de recombinacion de las regiones V-D-J (20,23). El reordenamiento
BCL-2/IgH da lugar a la sobrexpresion de la proteina BCL-2 ya que el oncogén BCL-2
queda bajo el efecto de un enhancer que radica en el cromosoma 14 (23,24). La proteina
BCL-2 pertenece a una familia de proteinas reguladoras de la apoptosis, es decir, de la
muerte celular programada, un proceso basico en el desarrollo de tejidos con un alto

recambio celular como el sistema inmune, que precisa un control muy estricto. Las
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proteinas de la familia BCL-2 comparten diversas regiones homologas que son criticas
para regular la muerte celular, dado que permiten la homo o heterodimerizacion con
otros miembros de la familia de manera que segun el equilibrio resultante se produce un

efecto protector o estimulador de la apoptosis (25-27) [Figura 3].

Figura 3. Equilibrio entre las proteinas de la familia de proteinas reguladoras de la

apoptosis.

BCL-X, BCL-2
BCL-X, BCL-2 SUPERVIVENCIA CELULAR

MUERTE CELULAR

BAX es una proteina promotora de la muerte celular. La heterodimerizacion de BAX con
BCL-2 o BCL-X{ inhibe la apoptosis. BAD contrarresta el efecto inhibidor de BCL-X y,
en menor medida, de BCL-2.

En el LF la sobrexpresion de BCL-2 provocada por el reordenamiento BCL-2/IgH
da lugar a una inhibicion de la apoptosis con la consiguiente acumulacion de células
linfoides, lo que favorece la adicion de nuevas alteraciones genéticas por dafio en el
ADN. Aunque se considera el reordenamiento BCL2-IgH y la sobrexpresion de BCL-2
resultante como los eventos iniciadores de la linfomagénesis en los LF, estos hechos
aislados no son suficientes para dar lugar a la aparicién de un linfoma. Dos tipos de

evidencia apoyan esta afirmaciéon. Por una parte, experimentos de laboratorio
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demuestran que los ratones modificados genéticamente para sobrexpresar BCL-2
desarrollan hiperplasia folicular y unicamente un porcentaje de ellos desarrolla un
linfoma tras un periodo de latencia medio de 15 meses; sin embargo, en presencia de
translocaciones del oncogén MYC este periodo se limita a 3 semanas (28-30). Por otra
parte, es posible detectar un reordenamiento BCL-2/[gH molecularmente indistinguible
del hallado en pacientes con LF en individuos sanos y en tejidos linfoides reactivos.
Asi, dicho reordenamiento se detecta hasta en un 58% de ganglios con hiperplasia
folicular reactiva y en un 28,7% de muestras de sangre periférica (18). Diversos
estudios han relacionado la edad (31,32) y el habito tabaquico (33) con el hallazgo del
reordenamiento en individuos sanos, aunque estos datos no se han confirmado en otros
analisis (34,35).

En la mayoria de pacientes con LF la sobreexpresion de BCL-2 se supone debida al
reordenamiento de su oncogén, pero ello no ocurre asi en todos los casos, ya que
aproximadamente en un tercio de los casos de LF en los que no se detecta la t(14;18) se
observa, por el contrario, sobrexpresion de la proteina BCL-2, probablemente por la
existencia de copias extra del gen BCL-2 (36). Asi mismo, el hecho de que otros
sindromes linfoproliferativos sobrexpresen BCL-2 en ausencia de reordenamiento apoya
la existencia de otros mecanismos implicados, como por ejemplo la hipometilacion o
mecanismos de regulacion post-transcripcional (5,37).

A diferencia de lo que ocurre con otras neoplasias hematoldgicas en las que existen
unos factores etioldgicos claramente reconocidos, no se conocen hasta el momento las
causas que dan lugar al desarrollo de los LF. Se han publicado multiples estudios
epidemiologicos en los que se asocian factores tales como el tabaquismo (38,39) o la
exposicion a determinados productos de uso agricola (40) a un mayor riesgo de padecer

un LF, aunque sin una clara evidencia de relacion causal.
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1.4. Caracteristicas clinicas e historia natural.

Los LF de grado I o II, que constituyen el 70-89% (2,41-43) del total se consideran
linfomas indolentes. Por el contrario, el LF de grado III tiene un comportamiento
clinicamente mas agresivo, que se asemeja al de los linfomas de células grandes, motivo
por el cual habitualmente se incluye entre los linfomas agresivos. De hecho, en la
Working Formulation los FCPH y FM se agrupaban bajo la denominacion de “linfomas
de bajo grado de malignidad”, mientras que el FCG formaba parte de los “linfomas de
grado intermedio” (2). La mayoria de LF tiene, por lo tanto, unas caracteristicas clinicas
y una historia natural indolente. Desde el punto de vista clinico, el LF se caracteriza por
aparecer en individuos de edad media o avanzada, de manera que en la mayoria de
estudios la edad al diagnostico se situa en la sexta década de la vida (44-46). La
distribucion seglin el sexo es bastante equilibrada, aunque dependiendo de las series se
observa un ligero predominio masculino (44,45) o femenino (46). Es caracteristica la
existencia de enfermedad avanzada al diagnostico, habitualmente por infiltracion
medular, hecho que se ha llegado a observar hasta en un 80% de lo casos (45-48). Pese
al estadio avanzado, los pacientes conservan el estado general y se mantienen
ambulantes (ECOG -escala del Eastern Cooperative Oncology Group- < 2: 80%). Del
mismo modo, solo se observa sintomatologia B en un pequefio porcentaje de ellos
(45,47,48). En la mayoria de los casos los pacientes consultan por la presencia de
adenopatias periféricas, que en ocasiones pueden llevar afios de evolucion, sin otra
sintomatologia acompafante. Las adenopatias son de gran tamafio (> 10 cm) en menos
de una cuarta de los pacientes (45,47) aunque pueden observarse casos con afeccion
predominante abdominal en los que las adenopatias son de gran tamafio. Aparte de la

infiltracion medular, la afeccion extraganglionar no es habitual, siendo el higado el
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organo mas frecuentemente afectado (45). La infiltraciéon de sangre periférica o
leucemizacion al diagnostico aparece en menos de un tercio de los pacientes (49-51), si
bien cuando se emplean técnicas de citometria de flujo puede detectarse una poblacion
clonal en muchos mas casos, el significado de la cual no se conoce (52). En cuanto a
otras alteraciones analiticas, la existencia de anemia o trombocitopenia es poco
frecuente, incluso cuando la médula oOsea esta infiltrada (47,53,54). La
lactodeshidrogenasa sérica (LDH) y la beta2microglobulina (B2M) estan elevadas en el
20% y 30 % de los casos, respectivamente. Clinicamente, pues, los LF se comportan de
forma relativamente benigna, de manera que ante la existencia de signos o sintomas mas
agresivos como la presencia de sintomas B, LDH muy elevada o afeccion
extraganglionar fuera de la médula 6sea se ha de sospechar la coexistencia de focos de
transformacion histologica a un linfoma de alto grado (55). De hecho, no es inusual la
presencia de subtipos histologicos diferentes de forma concomitante en un mismo
paciente (56).

Las adenopatias pueden ser fluctuantes, apareciendo y desapareciendo durante afios
antes del diagndstico. Precisamente es caracteristica de la historia natural de los
linfomas indolentes la existencia de remisiones espontaneas. Efectivamente, en
aproximadamente un tercio de pacientes no tratados se puede observar una remision
espontdnea que, aunque es transitoria, en ocasiones puede ser de una duracion
considerable (mediana superior al afio) (44). También se han observado remisiones
espontdneas en pacientes previamente tratados e incluso en casos refractarios al
tratamiento (57,58). Pese a que los mecanismos que dan lugar a las remisiones
espontdneas en los pacientes con linfoma no son bien conocidos, el hallazgo de
anticuerpos anti-tumor recubriendo las células neoplasicas en una paciente con una

reduccion espontanea de la masa tumoral (59), asi como la regresion del tumor en

10
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pacientes que han recibido tratamiento con una vacuna anti-idiotipo (60) sugiere la
participacion de mecanismos inmunologicos. Asi mismo, la desaparicion transitoria del
linfoma se ha relacionado con la presentacion de infecciones viricas o bacterianas
(61,62).

La historia natural de los pacientes con LF se caracteriza por presentar un curso
clinico indolente con una alta tasa de respuestas globales con cualquier tratamiento y
una supervivencia relativamente prolongada. En efecto, un elevado porcentaje de
pacientes, hasta el 80-90%, alcanza una respuesta con el tratamiento de primera linea
(63); es mas, con la introduccion de nuevos agentes tales como los andlogos de las
purinas o los anticuerpos monoclonales la tasa de respuestas completas (RC) se sitiia en
el 80% (64). Asi mismo, se ha descrito la existencia de respuestas completas
moleculares (RCm) en un alto porcentaje de pacientes tratados con estos farmacos. Sin
embargo, pese a los multiples intentos llevados a cabo en los ultimos afios con el fin de
modificar la historia natural de los pacientes con LF, hasta el momento no se ha

observado una mejoria sustancial en el prondstico de estos pacientes [Figura 4].

Figura 4. Supervivencia global segin el afio de diagndstico en 201 pacientes

diagnosticados de LF en el Hospital Clinic entre 1977 y 1998.
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La mediana de supervivencia en la mayoria de las series se situa alrededor de los 10
anos (44,45). Sin embargo, pese a la respuesta inicial y la larga supervivencia, la
mayoria de pacientes, especialmente aquellos diagnosticados en estadio avanzado,
acaban recayendo. Tras la progresion, un elevado porcentaje de pacientes sigue
respondiendo al tratamiento (65). Sin embargo, la duracion de la respuesta y la
supervivencia desde la progresion se van acortando tras las sucesivas recaidas (65)
[Figura 5], de manera que la mayoria de los pacientes, tras experimentar varias recaidas,

acaba falleciendo por causas relacionadas con el linfoma.

Figura 5. Duracion de la respuesta en sucesivas recaidas (Adaptado de Johnson et al.

(65)).
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Otro aspecto caracteristico de la evolucion de los linfomas indolentes es la
transformacion a un linfoma de alto grado, habitualmente un linfoma difuso de células
grandes (LDCG). Tal como se ha mencionado previamente, en los ganglios linfaticos de

los pacientes con LF no es inusual la coexistencia de areas nodulares con areas difusas,

12
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que representan zonas de transformacion, incluso en el momento del diagnostico. No
son bien conocidos los mecanismos que dan lugar a la transformacion histoldgica en los
LF, aunque se han implicado diversas alteraciones genéticas, como mutaciones de p353
(66,67), inactivacion de pl6™%* (68) o reordenamiento de MYC (69). La progresion
histologica es un fenémeno frecuente, cuya prevalencia varia desde un 12% a un 69%
de los casos segin las series [Tabla 2]. La duracion del seguimiento influye
notablemente en la incidencia de transformacion histologica, dado que éste es un evento
dependiente del tiempo. De este modo, en estudios necroscopicos se demuestra
transformacion histoldgica en casi dos tercios de los pacientes (70,71). La variabilidad
en la proporcion de pacientes que experimentan una transformacion histologica en
diferentes estudios es debida a varios factores. En primer lugar, la falta de criterios
diagnosticos unanimes. Asi, mientras que en algunas series se incluyen pacientes
diagnosticados en base a las sospechas clinicas o a muestras obtenidas por citologia
(72,73), en otras unicamente se incluyen pacientes diagnosticados mediante biopsia
(44,74). Por otra parte, los criterios histopatologicos para aceptar la existencia de una
transformacion no son uniformes. En algunas series la transformacion se define
unicamente por la aparicion de un patron histologico difuso en la biopsia o de cualquier
tipo de LNH de alto grado (73), mientras que en otras la progresion de un LF de grado I
o IT a un LF de grado III también se considera un criterio de transformacion (44,74).
Otro aspecto que juega un papel importante en la variabilidad de la incidencia de
transformacion histologica en diferentes estudios es la frecuencia con la que se repiten
las biopsias en los pacientes en recaida en diferentes centros. En este sentido, debe
considerarse la dificultad para obtener material histologico en muchos de los pacientes
en recaida sin adenopatias periféricas, en los que los signos y sintomas clinicos hacen

sospechar la transformacién a un linfoma de alto grado y en los que, por su mal estado
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general, no es posible realizar exploraciones invasivas. La existencia de grandes masas
adenopaticas de rapido crecimiento, la presencia de sintomas constitucionales, el nivel
sérico de LDH muy elevado y la afeccion extraganglionar en territorios inhabitiiales son

datos que orientan hacia la existencia de una transformacion histologica (55,72,73).

Tabla 2. Incidencia de transformacion histologica en pacientes con LF.

Meétodos Criterios Seguimiento  Prevalencia Probabilidad
diagnosticos Histologicos (mediana) actuarial
Risdall 7" Bx Patrén difuso - 63% -
(necropsia)
Garvin " Bx Patron difuso - 69% -
(necropsia)
Horning “*¥ Bx Patrén difuso 4 afios 12%/18%* 19%/23% (8
LF de grado III afios)*
Ersbell ¥ Bx LF de grado III 6 afios 24% 30% (5 afios)
LNH alto grado 56% (10 afios)
Yuen Bx, Cx LDCG 9 afios NE NE

L. difuso mixto

LNH alto grado
Bastion 7% Bx, Cx, Cl Linfoma difuso 9 afios 24% 22% (5 afios)
agresivo 31% (10 afios)

Bx: biopsia tisular; Cx: citologia; Cl: sospecha clinica; NE: no especificado; *sin
tratamiento previo/tratados previamente.

La progresion histologica implica mal prondstico y en muchas ocasiones representa
el evento final en la historia natural de los pacientes con LF. La mediana de
supervivencia tras la transformacion no suele superar el afio (72,74). Diversos factores
se han asociado a una mejor supervivencia tras la transformacion, entre ellos la ausencia
de sintomas B, la enfermedad localizada, la normalidad en el nivel sérico de LDH y el
tratamiento con regimenes que incluyen adriamicina (72,73). Sin embargo, cuando se
incluye la respuesta al tratamiento de rescate en los analisis multivariados, esta variable

emerge como la mas importante para predecir la supervivencia (72,73). Aunque los
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resultados con quimioterapia intensiva y rescate con progenitores hemopoyéticos son
esperanzadores, la mayoria de las series publicadas son cortas y muy seleccionadas

(75,76).

1.4.1. Caracteristicas clinicas e historia natural de los LF de grado I11.

Los LF de grado III presentan un comportamiento diferente del resto de LF. Los
criterios de Mann y Berard para clasificar los LF en subtipos histologicos han
demostrado su utilidad como herramienta pronoéstica, tanto para la supervivencia global
(SG) como para la supervivencia libre de progresion (SLP), con una supervivencia mas
prolongada entre los pacientes con LF de grado I y II, pero con una SLP en éstos
acortada respecto a los LF de grado III. Es decir, la evolucion de los pacientes con LF
de grado III se aproxima mas a la de los pacientes con linfomas de alto grado (77-80),
que a la de los pacientes con linfoma de bajo grado. En este sentido, el estudio del grupo
GELA (Groupe d’Etude des Lymphomes de ['Adulte) demostrd la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en la SG y en la SLP entre los pacientes con
LF de grado III y los pacientes con LDCG tratados de forma uniforme (SG y SLP a los
5 anos 58% y 39% para LF de grado III frente a 51% y 43%, respectivamente para
LDCG) (81), aunque cabe destacar que en este estudio no se siguieron los criterios de
Mann y Berard para el diagnoéstico de LF de grado IIl. En la misma linea, ciertas
caracteristicas clinicas de los LF de grado III, tales como un mayor porcentaje de
estadios localizados (82), menor incidencia de infiltracion medular (81), y una mayor de
proporcion de pacientes con sintomas B y con elevacion de LDH y p2M (80,81), se
hallan a medio camino entre las tipicas de los LNH indolentes y las de los LNH

agresivos y son algo mas propias de estos tltimos.
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1.5. Factores prondsticos.

Son innumerables los estudios publicados analizando los factores prondsticos que
influyen en el porvenir de los pacientes con LF, la mayoria de los cuales hace referencia
a factores predictivos en el momento del diagnéstico. Algunos de estos factores tienen
relacion con particularidades del paciente, mientras que otros estan relacionados con las
caracteristicas del tumor, ya sean histolégicas o moleculares. Por otra parte, existen una
serie de variables con valor pronostico que tienen que ver con la respuesta del tumor al
tratamiento. Ante la proliferacion de multiples factores prondsticos se han llevado a
cabo diversos intentos de disefiar un indice pronostico equivalente al International

Prognostic Index (IPI) para linfomas agresivos, con un éxito limitado hasta el momento.

1.5.1. Variables clinicas.

Un primer grupo de factores con valor predictivo en los pacientes con LF esta
constituido por variables que dependen de caracteristicas del paciente. Asi, la edad
aparece como uno de los factores que influye més notablemente en el pronostico en la
mayoria de las series (47,83-87). Por el contrario, el sexo masculino se asocia a una
supervivencia acortada en algunas series (47,50,84,88), pero no en otras (83,85-87,89).
Otra variable que influye en el pronostico de estos pacientes es su estado general o
performance status, habitualmente valorado segun la escala ECOG, de manera que los
pacientes con mal estado general al diagnoéstico, ya sea atribuible al linfoma o a otras
enfermedades concomitantes, presentan un peor prondstico que el resto (84,85). Asi
mismo, el pequeio porcentaje de pacientes que presentan sintomas B tienen un

pronostico peor que los pacientes asintomaticos (47,85,87,89).
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La extension de la enfermedad en el momento del diagndstico es otro factor
fundamental que determina la evolucion clinica de los enfermos con LNH. El estadio,
evaluado segun la clasificacion de Ann Arbor, es la principal variable que cuantifica
dicha extension y uno de los factores con mayor importancia pronostica en los pacientes
con LF, cuando en el analisis se incluyen pacientes diagnosticados tanto en estadio
localizado como en estadio avanzado (83-85,90) [Figura 6]. De hecho, la clasificacion
de los pacientes segun se diagnostiquen en estadio localizado (estadio I o II) o avanzado
(estadio III o IV) discrimina 2 grupos con un curso clinico y unas posibilidades de
curacion absolutamente diferentes, lo que determina una actitud terapéutica que difiere

sustancialmente en uno y otro grupo de individuos.

Figura 6. Supervivencia global segun el estadio en 201 pacientes diagnosticados de

LF en el Hospital Clinic entre 1977 y 1998 (90).
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Ademas del estadio, otras variables reflejan la extension tumoral y se acompafian de
valor predictivo en algunos estudios. La infiltracion de la médula 6sea en el momento
del diagnoéstico estd intimamente ligada con el estadio por lo que habitualmente pierde
su valor significativo en los analisis multivariados, sin embargo el grado de infiltracién
medular aparece como un importante factor pronostico en el estudio de Romaguera et
al. que incluye Unicamente pacientes en estadio IV (50). La leucemizacion, otro factor
relacionado que a priori pareceria asociarse a un peor pronostico, no ha mostrado valor
predictivo en las escasas series en que se ha analizado (50,87,88). Por el contrario, el
numero de areas ganglionares (86,87) o extraganglionares (47,50) afectas si se ha
relacionado con el pronostico de la enfermedad. Otro pardmetro indicativo de la masa
tumoral del LF, la existencia de grandes adenopatias, conlleva una evolucion adversa en
algunas series (50,87,91), si bien la heterogeneidad en la definicion de masa voluminosa
en diferentes estudios, que oscila entre 5 y 10 cm., dificulta las comparaciones entre
ellos. En este sentido el grupo GELF (Group d'Etude des Lymphomes Folliculaires) ha
definido unos criterios de alta carga tumoral. La presencia de cualquiera de las
siguientes circunstancias: sintomas B, signos o sintomas de compresién, una masa
voluminosa > 7 cm., la existencia de un derrame seroso, 3 o mas areas ganglionares de
> 3 cm., esplenomegalia, y la presencia de células linfomatosas en sangre periférica, es
considerado un indicador de carga tumoral elevada (92). Por otra parte, existen una serie
de datos de laboratorio con importante valor prondstico que también reflejan la
extension tumoral: asi la disminucion de la hemoglobina, secundaria a infiltracion
medular, se asocia a una supervivencia acortada en varios estudios (84,88,89); el nivel
sérico de LDH constituye una medida indirecta de la masa tumoral que se ha
relacionado con el nimero de dareas extraganglionares afectas, con el grado de

infiltracion medular (50) y con el nivel sérico de f2M (93), pero que ha mostrado su
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valor pronostico de forma independiente en varios estudios multivariados (47,94); por
ultimo la B2M, un marcador de masa y proliferacion celular, también ha mostrado
importancia como factor predictivo para la supervivencia en pacientes con LF (93).

De forma anéloga a lo sucedido con el IPI para linfomas agresivos, convertido en el
principal factor pronostico en estos linfomas, se ha intentado disefiar un indice
pronostico para los pacientes con LF. Asi, se han publicado varias propuestas de indice
prondstico (47,50,84,85), en las que destacan unas pocas variables comunes a varios de
los indices [Tabla 3], sin que ninguna de estas propuestas haya sido ampliamente
aceptada.

Tabla 3. Variables incluidas en diferentes indices pronodsticos aplicados al LF.

Leonard* | Romaguera | Cameron | IPI" Federico | FLIPI
(1991)® | (1991)°7 | (1993)*7 | (1994)®” 2000)"” | (2004)°?
Edad X X X X X
ECOG X X X
Estadio X X X X
Sexo & X X
Hb X X
N° areas X X X
extraganglionares
Tamario X
ganglionar
Infiltracion MO X
Sintomas B X X
Infiltracion TGI X
LDH elevada X X X
VSG elevada X
N°areas X
ganglionares

* para linfomas indolentes; ” para linfomas agresivos; MO: médula dsea; TGI: tracto gastrointestinal.
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Romaguera et al. describieron en 1991 un indice para pacientes con LF en estadio
IV que incluye el numero de areas extraganglionares afectas, el tamafio ganglionar y el
grado de infiltracion medular. Estas variables permiten clasificar a los pacientes en 3
grupos de riesgo segun la carga tumoral sea baja, intermedia o alta, que presentan un
supervivencia “relacionada con el linfoma” (cause-specific survival) a los 10 afios del
73, 40 y 24%, respectivamente. Pese a que mediante este indice se distinguen
claramente 3 grupos de pacientes con un pronostico muy diferente, la relativa
complejidad en el célculo del indice dificulta su aplicacion (50). Los indices propuestos
por Leonard et al. y Cameron et al. para linfomas indolentes y LF (84,85),
respectivamente, tienen el mismo inconveniente puesto que se han de calcular mediante
formulas matematicas. Recientemente el ILI (ltalian Lymphoma Intergroup) ha
publicado un modelo predictivo basado en el andlisis de los factores pronosticos en 987
pacientes con LF (47). Las variables incluidas en este modelo (edad, sexo, nimero de
areas extraganglionares afectas, nivel sérico de LDH, presencia de sintomas B y VSG),
permiten clasificar a los pacientes en un grupo de bajo riesgo (0-1 factores adversos), de
riesgo intermedio (2) o alto (> 3 factores), que presentan una supervivencia a los 10
anos del 65, 54 y 11%, respectivamente. Los grupos de bajo, intermedio y alto riesgo
engloban el 64, 23 y 13% de los pacientes, respectivamente. Por otra parte, el IPI,
disenado especificamente para los pacientes con linfomas agresivos, es capaz de
discriminar pacientes con linfoma indolente, incluido el folicular, con distinto
prondstico. Sin embargo, la proporcion de enfermos con linfoma folicular que quedan
incluidos dentro de la categoria de alto riesgo es baja, lo cual es un inconveniente
(51,87,91,97). La comparacion entre el ILI y el IPI muestra que alrededor del 70% de
los pacientes se incluye en el mismo grupo de riesgo con ambos indices si se considera

el namero de factores adversos (0-1, 2 o0 > 3) (47,48) y que esta concordancia es mayor
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en el grupo de bajo riesgo (48). Por otra parte, al incluir en la comparacion pacientes
con LF de grado III, se demuestra que el ILI es mejor para discriminar pacientes con LF
de grado I o II, mientras que el pronostico de los pacientes con LF de grado III queda
mejor definido segun el IPI (98).

Recientemente se ha disefiado un nuevo indice especifico para los pacientes con LF
(96). Las variables incluidas en el Follicular Lymphoma International Prognostic Index
(FLIPI) son la edad, el estadio, el nivel sérico de LDH, la hemoglobina y el numero de
areas ganglionares afectas. Dichas variables permiten clasificar a los pacientes en 3
grupos de prondstico bueno, intermedio o malo segun tengan 0-1, 2 o > 3 factores
adversos. Estos 3 grupos estan bien equilibrados en cuanto al porcentaje de pacientes
incluido en cada uno (36, 37 y 27%, respectivamente) y presentan un pronostico
claramente diferenciado, con una supervivencia a los 10 afos del 71, 51 y 35%,

respectivamente [Figura 7].

Figura 7. Supervivencia global segun el FLIPI (Solal-Céligny et al. (96)).
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Todos los factores e indices pronosticos previamente descritos han sido analizados y
definidos en el momento del diagndstico. Por el contrario, las series que analizan las
variables predictivas en la recaida o progresion son mas escasas. En estos estudios se
incluyen variables evolutivas no disponibles en el momento del diagndstico tales como
el namero de lineas de tratamiento previas, el tipo de respuesta alcanzado, la duracion
de la misma y, en algunos casos, el tratamiento administrado con anterioridad. La
cantidad de quimioterapia administrada es un importante factor prondstico. Asi, aunque
la serie de Cabanillas et al. (88) no estd centrada en pacientes en recaida, el pequeiio
porcentaje de pacientes que han recibido quimioterapia previa presenta un peor
pronodstico que el resto. De forma parecida, el haber precisado mas de una linea de
tratamiento para alcanzar una primera respuesta se acompafia de una supervivencia
desde la progresion acortada en la serie de Johnson et al. (65). Finalmente el nimero de
fracasos, que refleja el nimero de lineas de tratamiento administradas, se muestra como
un importante factor pronostico en la recaida al incluir en el estudio no solo pacientes en
primera progresion sino también pacientes en subsiguientes recaidas (99). La respuesta
al tratamiento inicial aparece como un importante factor predictivo en diferentes
estudios, de manera que los pacientes que obtienen una buena respuesta presentan una
supervivencia mas prolongada que el resto (89,94). Por otra parte, los pacientes que
alcanzan una RC tienen una menor probabilidad de recaida que los que alcanzan una RP
en la serie de Johnson et al. (65), aunque, una vez se ha producido la progresion, la RC
previa no implica una supervivencia prolongada en este estudio ni en el de Spinolo et al.
(99), a diferencia de lo que ocurre en la serie de Weisdorf et al. (100). Finalmente, la
duracion de la respuesta aparece en este ultimo estudio como uno de los factores
fundamentales para predecir la supervivencia tras la progresion, aunque este dato no se

confirma en otras series (65,101).
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1.5.2. Factores biologicos.

Diversas caracteristicas referentes a la histologia del tumor se han asociado a un
pronostico adverso en los pacientes con LF. El subtipo histologico, definido por el
porcentaje de centroblastos, es la principal de ellas. El LF se muestra como una
enfermedad con un espectro continuo de presentaciones desde el punto de vista
citologico, desde un extremo en el que practicamente solo hay células pequeiias hasta el
extremo contrario con una infiltracion practicamente absoluta por células grandes. El
porcentaje de centroblastos influye en el pronostico de los pacientes con LF, de manera
que el comportamiento clinico del linfoma se asemeja mas al de los linfomas agresivos
de células grandes al aumentar la proporcion de este tipo de cé€lulas. Ello hace que se
hayan descrito diferentes métodos para clasificar los LF en varios subtipos segun el
porcentaje de células grandes, lo que en ocasiones ha dificultado el estudio del valor
pronostico del subtipo histologico por la heterogeneidad en las definiciones utilizadas.
En la Ultima clasificacion de la OMS se recomienda mantener 3 subtipos de LF
utilizando los criterios de Mann y Berard, aunque se reconoce que es posible agrupar los
pacientes con LF de grado I y II en un unico grupo con un pronostico diferente de los
pacientes con LF de grado III (1). Asi, se observan diferencias tanto en la supervivencia
global como en la supervivencia libre de progresion entre los pacientes con LF de grado
I o IT y aquellos con LF de grado III (78). Estas diferencias, ademas, se mantienen ain
empleando varios de los métodos descritos para subclasificar los LF. Por el contrario no
se detectan diferencias significativas en el prondstico de los pacientes con LF de grado I
o II (50,87), aunque un reciente estudio aleatorizado demuestra que los pacientes con
LF de grado II presentan un mejor pronoéstico al recibir tratamiento poliquimioterapico

tipo CHOP-bleomicina que con monoterapia, mientras que en los pacientes con LF de

23



Introduccion

grado I no se observan dichas diferencias (102). Otra de las caracteristicas histologicas
de los LF a la que se ha asociado un valor prondstico es la presencia de areas difusas,
habitual en los LF. Ezdinli et al. demostraron en 1987 una supervivencia mas
prolongada entre los pacientes con LF y un patrén puramente nodular que entre los
pacientes con una arquitectura nodular-difusa (103). No obstante, estos datos no se han
confirmado en posteriores estudios (83,87).

La translocacion t(14;18) es el marcador citogenético caracteristico del LF presente
en el 70-85% de los pacientes. El valor prondstico de esta translocacion asi como del
reordenamiento BCL-2/IgH resultante es controvertido, especialmente por lo que
respecta al reordenamiento, puesto que su deteccidon varia ampliamente segun la técnica
utilizada. La existencia de la translocacion t(14;18) detectada por citogenética
convencional no se asocia a una evolucion diferente de la observada en pacientes sin
t(14;18) (104,105). Por el contrario, se han descrito otras anomalias citogenéticas que
implican un prondstico peyorativo en los paciente con LF, tales como duplicaciones del
cromosoma 2 (dup 2p), delecciones del 13 (del 13q), presencia de regiones de tincion
homogénea o double minutes (7), alteraciones del cromosoma 17 (104,105),
alteraciones en 6q (105,106) o la presencia de < 20% de metafases normales (104).
Algunas de estas alteraciones cromosdmicas se asocian a progresion histoldgica de la
enfermedad. Asi los pacientes con alteraciones del cromosoma 17 o de 6q23-26
presentan un mayor riesgo de transformacion histoldgica que el resto de pacientes (105).
Los resultados referentes al valor prondstico del reordenamiento BCL-2/IgH cuando se
analiza mediante técnicas diferentes de la citogenética son sumamente variables. La
deteccion del reordenamiento de BCL-2 por Southern blot (SB) o PCR se acompafia de
una mayor tasa de RC (107), mayor SLP (107) y mayor SG (108) en algunas series,

mientras que Yunis et al. hallan una ventaja prondstica en cuanto a la tasa de RC y a la
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SG en los pacientes en que no se detecta el reordenamiento (109). Por ultimo, dicho
reordenamiento no se acompafia de valor prondstico para la RC, SLP o SG en diversas
series (108,110,111) [Tabla 4]. La heterogeneidad de estos resultados es debida, entre
otros factores como aspectos técnicos, a la variabilidad de pacientes incluidos, ya que
mientras que en algunas series se incluyen basicamente pacientes con LF de bajo grado
en otras hay un elevado porcentaje de LF de alto grado. Al analizar por separado estos
dos grupos se demuestra que el valor prondstico del reordenamiento de BCL-2 se
produce a expensas de un alargamiento de la SG en los pacientes con LF de bajo grado
y reordenamiento del oncogén, mientras que en los pacientes con LF de alto grado la

existencia del reordenamiento no presenta valor pronostico (108).

25



Tabla 4. Valor prondstico del reordenamiento BCL-2/IgH

Serie N Técnica Reordenamiento RC SLP SG
(%)

Yunis, 1989 1% 20  SB (MBR, mcr, 5°) 65 1 en BCL-2- NA 1 en BCL-2-

Pezella, 1992 10 70  SB(MBR, mcr, 5°)/ 69 NA NA =

PCR (MBR, mcr)

Johnson, 1995 1% 102 PCR (MBR, mcr) 41 = = 1 en BCL-2+
CG

Bertoni, 1997 'V 59  PCR (MBR) 59 NA = =

Lopez-Guillermo, 1999 17 247 PCR (MBR, mer) 82 1 en BCL-2+ 1 en BCL-2+ NA

SB: Southern Blot; CG: citogenética; NA: no analizado.
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Menos estudiado ha sido el posible efecto del punto de ruptura en el cromosoma 18
en el prondstico de los pacientes con LF. Lopez-Guillermo et al. demostraron que los
pacientes con el punto de ruptura en mcr presentan unas caracteristicas clinicas menos
agresivas que los pacientes MBR+ o que aquellos sin reordenamiento. Ello se traduce en
una mayor tasa de RC y en una tendencia a presentar una SLP mas prolongada en los
pacientes mcr+ que en el resto de pacientes (107).

La sencillez del estudio inmunohistoquimico para detectar la consecuencia del
reordenamiento BCL-2/IgH, esto es, la sobrexpresion de BCL-2, ha llevado al andlisis
del wvalor pronostico de la expresion proteica como sustituto del estudio del
reordenamiento. Sin embargo, no existe una correlacion directa entre reordenamiento y
expresion de BCL-2. En realidad, los pacientes en que no se encuentra t(14;18) con
frecuencia también sobrexpresan BCL-2. A diferencia de lo que ocurre con el linfoma
difuso de células grandes en que la sobrexpresion de BCL-2 implica un mal prondstico
(112-115), en los pacientes con LF no se observan diferencias estadisticamente
significativas en la SG segun la expresion de BCL-2 (110). Cabe destacar que en los
pacientes con LDCG la sobreexpresion de BCL-2 se asocia a caracteristicas clinicas
tipicas de los pacientes con linfoma indolente, como una elevada proporcion de
pacientes en estadio avanzado (112) o una mayor frecuencia de infiltracion medular
(114), y que el mal pronostico viene dado basicamente por una mayor tendencia a recaer
(112-115). Por otra parte, en el subgrupo de pacientes con LF grado III, cuyas
caracteristicas y comportamiento clinico se asemejan mas a las de los linfomas
agresivos que a las de los linfomas indolentes, la sobreexpresion de BCL-2 se acomparia
de un prondstico adverso en cuanto a la SLP (81).

La persistencia de enfermedad residual no detectable clinicamente mediante

estudios rutinarios se considera responsable de las recaidas en pacientes con LF en
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respuesta clinica tras el tratamiento, de lo que se deriva la importancia del estudio de la
enfermedad minima residual (EMR) como factor predictivo de recaida. La demostracion
de que la persistencia de EMR se asocia a un mayor riego de recaida permitiria, por una
parte, identificar pacientes de alto riesgo que pudieran ser candidatos a recibir
tratamientos de intensificacion de la respuesta y, por otra parte, podria servir para
valorar la eficacia de nuevas modalidades terapéuticas, como equivalente de la recaida
sin tener que esperar a la misma, lo que seria de gran utilidad en una enfermedad de
larga evolucion como el LF. La sensibilidad de la PCR, capaz de detectar una célula con
el reordenamiento BCL-2/IgH entre 1 x 10°-10° células sin el mismo, se ha mostrado
como una herramienta fundamental para el estudio de la EMR en LF (116,117). Sin
embargo, el papel pronostico de la persistencia de EMR como predictor de recaida no
estd completamente aclarado, ya que los resultados publicados son, con frecuencia,
contradictorios. Una de las principales causas de estas discrepancias es la variabilidad
en la sensibilidad de las diferentes técnicas de PCR empleadas, como se demuestra en el
estudio de Johnson et al. en el que 20 laboratorios internacionales analizan la misma
muestra con diferentes concentraciones de cé€lulas portadoras del reordenamiento BCL-

2/IgH, obteniéndose resultados que varian considerablemente (118) [Figura §].
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Figura 8. Deteccion de BCL-2/IgH por PCR (adaptada de Johnson et al. (118))

100

80

60

40

20

1.000 100 10 1 0
N°de células/mL

Porcentajes de muestras con reordenamiento detectable segun la cantidad de células

BCL-2/IgH positivas.

Por otra parte, la existencia de individuos sanos portadores del reordenamiento
BCL-2/IgH (31,34) constituye otro punto débil para la aplicacion de la PCR como
técnica de estudio de la EMR y obliga a descartar la existencia de una clona no maligna
adicional portadora de la translocacion, mediante la secuenciacion del reordenamiento
clonal y la comparacion con la secuencia del reordenamiento en el momento del
diagnostico (119). Otra manera de obviar este problema consiste en el uso de PCR
clono-especificas, pero esta aproximacion es poco practica para su aplicacion rutinaria.
Ademas de las dificultades relacionadas con aspectos técnicos, la interpretacion del
valor de la persistencia de EMR ofrece problemas afiadidos. La demostracion de que los
pacientes que alcanzan una respuesta molecular tras el tratamiento, ya sea quimioterapia
convencional (120), Rituximab (121) o trasplante de progenitores hemopoyéticos (TPH)
(122-124), presentan una menor tendencia a la recaida, se ve contrarrestada por la
evidencia de la existencia de pacientes con una RC prolongada pese a la persistencia del
reordenamiento BCL-2/IgH (125,126). Asi mismo es posible detectar el reordenamiento
en sangre periférica en un porcentaje considerable de pacientes diagnosticados en

estadio I o II y que se mantienen en respuesta tras el tratamiento (127,128). Por otra
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parte, no existe una correlacion absoluta entre la respuesta clinica y la molecular, de
manera que no es inusual la ausencia de reordenamiento en pacientes con enfermedad
detectable clinicamente (120,121,129). Asi pues, aunque el alcanzar una respuesta
molecular parece un objetivo deseable, la presencia del reordenamiento BCL-2/IgH tras
el tratamiento no permite, por el momento, la toma de decisiones terapéuticas, puesto
que no se ha demostrado que se asocie invariablemente a la recaida clinica. En la
actualidad se esta explorando el uso de la PCR en tiempo real (real-time PCR) para el
estudio de la EMR. Esta técnica permite la cuantificacion del reordenamiento y
tedricamente es mas reproducible que la PCR convencional (130). Se han publicado
estudios que demuestran que el nimero de células circulantes con reordenamiento BCL-
2/IgH es mayor en individuos con LF que en individuos sanos, aunque en éstos se puede
detectar el reordenamiento en casi el 50% de ellos (131). Por otra parte diversos
estudios sugieren que la persistencia de cé¢lulas BCL-2/IgH tras el trasplante aut6logo no
se asocia a recaida clinica si la carga tumoral se mantiene estable a niveles bajos
(132,133). Aunque estos trabajos son interesantes ya que apoyan el valor prondstico de
la EMR a pesar de la existencia de individuos sanos con la translocacion y de pacientes
en respuesta prolongada con persistencia del reordenamiento, es necesaria la
estandarizacion de la técnica y la determinacion de un valor de corte para confirmar el
valor pronéstico de la EMR y que se pueda utilizar para la toma de decisiones en la

préctica clinica.

1.6. Tratamiento.

En el momento actual no existe un unico tratamiento que se pueda considerar el

estandar para los pacientes con LF, sino que, por el contrario, el abanico de opciones
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terapéuticas es muy amplio, desde una actitud conservadora de observacién sin
tratamiento hasta el uso de terapias mas intensivas incluyendo el trasplante alogénico de
precursores hemopoyéticos. Ello es asi debido a que ninguna opcion terapéutica se ha
mostrado superior al resto en cuanto a las posibilidades de larga supervivencia, de
manera que cada una de las diversas armas terapéuticas existentes puede ser valida en

unas circunstancias determinadas o en diferentes momentos de la evolucion del LF.

1.6.1. Opciones terapéuticas.

Abstencion terapéutica

En 1984 Horning et al. demostraron que el hecho de diferir el inicio del tratamiento
en pacientes asintomaticos con un linfoma indolente no empeoraba su prondstico en
cuanto a la supervivencia ni en cuanto al riesgo de transformacion histologica. Asi
mismo, pese a que la mayoria de pacientes (61%) acabd requiriendo tratamiento, la
mediana de tiempo hasta el inicio del mismo fue de 3 afios y en gran parte de los
pacientes el motivo para iniciarlo fue un crecimiento lento aunque progresivo de las
adenopatias (44). Posteriores estudios han confirmado que esta estrategia es factible
(134-136) y que estd indicada especialmente en aquellos pacientes con unas bajas
probabilidades de curacion, es decir en estadios no localizados, que por su edad o
comorbilidad son mas susceptibles de padecer efectos indeseables derivados del
tratamiento y que presentan escasa sintomatologia relacionada con el linfoma. El
principal inconveniente de esta actitud es la intranquilidad que puede causar en médico
y paciente el hecho de saber que no se esta tratando una enfermedad neoplasica, lo que
puede llevar al inicio del tratamiento de forma precoz. En este sentido, en el estudio
aleatorizado del grupo GELA comparando abstencion frente a prednimustina o a

interferon, un tercio de los pacientes en observacion recibieron tratamiento
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quimioterapico sin haber cumplido los criterios de progresion definidos en el protocolo

(135).

Radioterapia (RT)

La principal indicacion de la RT como arma terapéutica en el LF radica en el
tratamiento de estadios localizados, en los que esta modalidad terapéutica, acompanada
0 no de quimioterapia, permite la curacidon de un porcentaje significativo de pacientes.
Se han ensayado diversas modalidades de RT con este objetivo: desde RT localizada a
irradiacién nodal total. El empleo de RT localizada, ya sea inicamente sobre el area
ganglionar afecta (involved field —IT-) o extendida a la regiéon ganglionar vecina no
afecta (extended field —ET-), se acompafia de una SG a los 10 afios de mas del 60%. Sin
embargo, Unicamente un tercio de los pacientes permanece libre de recaida a los 10 afios
(137) y en la mayoria de los casos la recaida se produce en areas no irradiadas
(138,139). Por este motivo, se ha intentado mejorar estos resultados mediante el uso de
campos de irradiacion mas extensos o de quimioterapia combinada. La irradiacion nodal
total (INT) o subtotal (INS) se asocia a una disminucion en la tasa de recaidas en
comparacion con la RT localizada con una supervivencia libre de recaida del 67% a los
10 afos, sin embargo esto no se traduce en una mejoria de la supervivencia,
probablemente por una mayor mortalidad no relacionada con el linfoma en los pacientes
que reciben INT o INS (137). La adicién de quimioterapia a la RT produce resultados
superiores a los obtenidos con RT localizada en un estudio no controlado (140),
mientras que en diversos estudios aleatorizados no se han hallado diferencias entre la
RT aislada y la combinacion de RT con diferentes esquemas de quimioterapia (138).
Por otra parte, la aparicion de segundas neoplasias en pacientes que han recibido RT no

localizada (137) o radio-quimioterapia (140) es motivo de preocupacion. Asi pues, el
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papel de la combinacion de radio y quimioterapia en LF en estadios localizados no esté
completamente aclarado.

Otras indicaciones de la RT en el tratamiento del LF son, acompafiadas o no de
quimioterapia, en pacientes en estadio III con escasa masa tumoral, en los que se ha
demostrado una supervivencia prolongada (138,141), y como terapia adyuvante o

paliativa en los casos con masa voluminosa.

Monoterapia con agentes alquilantes

Se han empleado numerosos agentes alquilantes, ya sea solos o junto con
corticoides, en el tratamiento de los linfomas indolentes. Los mas habitualmente
empleados son el clorambucilo, la prednimustina y la ciclofosfamida, aunque las dosis y
esquemas terapéuticos empleados son sumamente variables [Tabla 5]. La tasa de RC
con monoterapia con agentes alquilantes oscila entre el 13 y el 65%. Tal variabilidad es
debida, entre otras causas, a diferencias en la duracion del tratamiento y en el momento
en que se efectua el re-estadiaje, puesto que la mediana de tiempo hasta alcanzar la
remision completa es de 12 meses en algunas series (142). La mediana de supervivencia
que se observa con monoterapia con agentes alquilantes es de alrededor de 8 afios,
aunque menos de un tercio de pacientes esta libre de enfermedad a los 10 afios (143). La
principal ventaja de esta modalidad de tratamiento es la comodidad, puesto que se
administra por via oral y no requiere controles demasiado frecuentes, y la buena
tolerancia. En este sentido, el efecto secundario mas importante es la mielosupresion
que producen y, a largo plazo, el potencial efecto leucemodgeno. Por todo ello, esta
indicado basicamente en pacientes mayores en estadio avanzado, con escasa masa

tumoral, en los que no hay una urgencia en conseguir una respuesta.

32



Introduccion

Tabla 5. Monoterapia con agentes alquilantes en linfomas indolentes.

Autor N Quimioterapia RC SG
(%)  (mediana)
Kennedy "** 13 CFM 150 mg/d 46  30m
Hoppe !*? 17 CFM 1,5-2,5 mg/kg/d 64  >48m
CLB 0,1-0,2 mg/kg/d
Rosenberg '+ 37  CFM 1,5-2,5 mg/kg/d 65  133m
CLB 0,1-0,2 mg/kg/d
Lister 49 31  CLB 10 mg/d x 6 sem 13 NE
+15d/mx5m
Portlock (*” 26  CLB 16 mg/m® x 5d/m 42 >60m
Cavallin-Stahl 14¥ 106  Prednimustina 63 42m
150-200 mg x 5d/m
Brice 13 64 Prednismustina 56 >45m
200 mg/m” x 5d/m x 18m (5a: 70%)
Peterson '*? 119  CFM 100 mg/m*x 2 a 66 8,7a

CFM: ciclofosfamida; CLB: clorambucilo; m: meses; NE: no especificado.

Poliguimioterapia

Se han ensayado numerosos esquemas de poliquimioterapia como tratamiento de los
pacientes con LF en un intento de mejorar la SLP obtenida con monoterapia. Entre los
regimenes de poliquimioterapia sin adriamicina el mas empleado es el esquema CVP o
COP, que incluye ciclofosfamida, vincristina y prednisona. Con esta pauta u otras
similares tales como COPP o BCVP, en las que se afiade procarbazina o BCNU, la tasa
de RC oscila entre el 40 y el 80%, dependiendo béasicamente de la duracion del
tratamiento, la mediana de supervivencia se situa alrededor de los 6-8 afios y la respuesta
se mantiene 18-36 meses (143). La adicion de farmacos antraciclinicos a estos regimenes
no aporta, a diferencia de lo que ocurre con los linfomas agresivos (56,149), una mejoria

significativa de los resultados obtenidos. Asi, con el esquema CHOP (ciclofosfamida,

33



Introduccion

adriamicina, vincristina y prednisona) un 60% de los pacientes alcanza un RC, sin que
ello se traduzca en una disminucion en la tasa de recaidas ni en una mayor supervivencia
(149,150). Finalmente se ha intentado el empleo de esquemas mas intensivos
habitualmente utilizados en el tratamiento de linfomas agresivos. Los resultados, una vez

mas, son similares a los obtenidos con tratamientos menos agresivos [Tabla 6].

Tabla 6. Poliquimioterapia en linfomas indolentes.

Pauta Farmacos RC (%) SG (mediana)
cop 140 CFM, VCR, PDN 37 NE
PACOP (30 CFM, Adria, VCR, Proc 47 >53m

PDN + mantenimiento (62% a 5a)
CHOPp 5V CFM, Adria, VCR, PDN 64 6,9 a
ProMACE-MOPP 3% PDN, MTX, Adria, CFM, 78 >60m

VP-16, Mec,VCR, Proc (75% a 5a)
ATT %% CHOD- Bleo/ESHAP/NOPP 87 >59a

CFM: ciclofosfamida; VCR: vincristina; PDN: prednisona; Adria: adriamicina; Proc: procarbazina;
MTX: metotrexate; VP-16: etoposido; Mec: mecloretamina; CHOD: ciclofosfamida, adriamicina,
vincristina, dexametasona; Bleo: bleomicina; ESHAP: etoposido, citarabina, prednisona, cis-platino;
NOPP: mitoxantrone, vincristina, prednisona, procarbazina; NE: no especificado.

Analogos de las purinas

Los analogos de las purinas son farmacos anti-metabolito que actian, entre otros
mecanismos, inhibiendo la reparacion del ADN. Los estudios iniciales con analogos de
las purinas como monoterapia en linfomas indolentes, basicamente con 2CDA o
fludarabina, muestran una tasa de respuestas de alrededor del 80-90%, aunque la
proporcion de RC no es superior a la obtenida con esquemas como COP o CHOP. La
combinacion de fludarabina con otros agentes quimioterapicos, avalada por la
demostracion in vitro de un efecto sinérgico entre ellos (153), ha permitido mejorar
estos resultados. Asi los esquemas FC (fludarabina y ciclofosfamida), FND

(fludarabina, mitoxantrone y dexametasona) o FCM (fludarabina, ciclofosfamida y
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mitoxantrone) permiten alcanzar una RC en casi el 90% de los pacientes (152,154,155).
Incluso en pacientes tratados en recaida se observa que un porcentaje no despreciable
alcanza una RC molecular, es decir la desaparicion de toda evidencia molecular de
enfermedad (156,157). Asi pues, los resultados son prometedores, aunque el
seguimiento de los pacientes tratados con estos esquemas es aun demasiado corto para
saber si se van a traducir en una prolongacion de la supervivencia. Por otra parte,
ademas de la toxicidad a corto plazo, principalmente en forma de infecciones
oportunistas que obliga al uso de antibidticos profilacticos, la toxicidad tardia,
especificamente su efecto sobre la médula 6sea, es objeto de preocupacion. En este
sentido, por un lado se ha asociado el uso de anédlogos de las purinas con la dificultad
para la obtencidn de progenitores hemopoyéticos en pacientes candidatos a
autotrasplante (158-160) y, por otro lado, se ha involucrado el tratamiento previo con
analogos de las purinas en el desarrollo de sindromes mielodisplasicos (SMD) en

pacientes sometidos a un trasplante autdlogo de precursores hemopoyéticos (161).

Inmunoterapia

En los ultimos afios se han afiadido nuevas opciones terapéuticas al manejo de los
pacientes con LF, muchas de las cuales presentan mecanismos de accion que difieren de
los clasicos de la quimioterapia convencional. Entre éstas destacan el interferon, los
anticuerpos monoclonales (AcMo) y, atn en fase experimental, las vacunas anti-idiotipo
y otras.

Pese a que su mecanismo de accion no es del todo bien conocido, el interferon (IFN)
se viene utilizando en el tratamiento de los linfomas indolentes desde hace afos. Se han
ensayado multiples esquemas de administraciéon: como monoterapia, en combinacion

con poliquimioterapia y como mantenimiento tras la respuesta. Como monoterapia el
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IFN es capaz de inducir una RC en el 42% de pacientes con LF con baja masa tumoral,
aunque la SG (84% a los 5 afios) no muestra diferencias significativas con la alcanzada
en pacientes sin tratamiento inicial o tratados con prednimustina (135). Los resultados
obtenidos con la combinacion de IFN y diferentes pautas de poliquimioterapia son muy
heterogéneos, como variados son los regimenes con los que se ha combinado. La
adicion de IFN a la quimioterapia en la fase de induccion no mejora la tasa de respuesta
en comparacion con ciclofosfamida (162), COP (163), clorambucil (164) o CHOP
(165), aunque en alguno de estos estudios prolonga la duraciéon de la respuesta
(163,165). No se observa una mejoria en la SLP cuando se administra como tratamiento
de mantenimiento (166,167). La administracion de IFN junto con quimioterapia de
induccion alarga la SLP en las series de los grupos ECOG y GELF (165,168), aunque
unicamente se demuestra una ventaja del IFN en cuanto a la supervivencia en el estudio
francés (168). Dos recientes meta-andlisis han puesto en evidencia que la eficacia de
IFN se limita a aquellos estudios en que se combina con quimioterapias que incluyen
adriamicina o de intensidad similar (169,170) o cuando se administran dosis altas de
IFN(171)

El empleo de AcMo se basa en un planteamiento totalmente distinto: a diferencia de
la busqueda del efecto citotoxico o citostatico indiscriminado de la mayoria de
quimioterapicos, en este caso se trata de la sintesis de una inmunoglobulina dirigida
contra una diana especifica. Rituximab es un AcMo quimérico murino humanizado,
dirigido contra el antigeno CD20, presente en la superficie de la mayoria de los
linfocitos B. Este antigeno constituye una diana perfecta ya que no circula libremente,
no se internaliza, ni se libera al medio extracelular tras unirse al anticuerpo anti-CD20
(172). Por otra parte, el hecho de que se exprese en los linfocitos B pero no en otras

células hemopoyéticas hace que rituximab sea altamente selectivo y evita la
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mielosupresion caracteristica de los tratamientos con quimioterapia convencional. Asi,
los efectos indeseables de este farmaco se limitan habitualmente a cuadros pseudo-
gripales relacionados con la infusion (173). El mecanismo de accidén de rituximab no es
del todo bien conocido, pero es seguro que participan, entre otros, mecanismos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y mecanismos de citotoxicidad
dependiente del complemento. En cuanto a su efectividad terapéutica en el tratamiento
de linfomas indolentes, si bien los resultados obtenidos como monoterapia son
modestos, con tasas de respuesta de alrededor del 60% en pacientes en recaida (173-
176) y alrededor del 75% como tratamiento de primera linea (177,178), la combinacién
con la quimioterapia convencional ofrece resultados prometedores. La combinacion de
rituximab con otros agentes, favorecida por el hecho de que sus toxicidades no se
solapen, se basa principalmente en su diferente mecanismo de accion. En este sentido,
diversos estudios in vitro han demostrado que rituximab potencia la citotoxicidad de
fludarabina (179,180), mitoxantrone (181) y otros citostaticos (182). Asi mismo, varios
estudios avalan la eficacia clinica de la combinacion de rituximab con fludarabina (64),
CHOP (183,184), FM (184) o FCM (185), mostrando tasas de respuesta que oscilan
entre el 92% y el 100% (incluyendo la RC en 40-80% y la respuesta molecular en
alrededor del 90%) en pacientes con LNH indolente. Por otra parte, los AcMo pueden
utilizarse para vehiculizar radiois6topos, constituyendo la base de la
radioinmunoterapia. Esta modalidad terapéutica, cuyos principales representantes son
Ytrio” ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) y Iodo131 tositumomab (Bexxar®), se basa en
la union de un AcMo anti-CD20 a una particula radioactiva. De esta manera se consigue
extender el efecto toxico no so6lo a los linfocitos a los que se une el AcMo sino también
a las células tumorales vecinas. Debido a su mecanismo de accion son mas mielotoxicos

que rituximab e incluso se ha descrito el desarrollo de SMD tras su administracion
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(176,186) aunque en pacientes con multiples lineas de tratamiento previas. Por lo que
hace referencia a su efectividad, en un estudio randomizado se ha demostrado la
superioridad de Zevalin® frente a rituximab, basicamente en cuanto a la tasa de
respuesta; sin embargo estas diferencias son moderadas y no se traducen en una
prolongacion de la SG o de la SLP (176).

Las vacunas anti-idiotipo también basan su efecto en el desencadenamiento de una
respuesta inmunoldgica contra las células neoplésicas, pero su disefio es radicalmente
diferente puesto que lo que se administra al paciente son proteinas tumorales obtenidas
de la biopsia efectuada en el momento del diagnostico. El hecho de que los linfomas B
expresen en la membrana de las células tumorales una inmunoglobulina de superficie
con determinantes antigénicos o idiotipos unicos para cada clona celular, permite la
sintesis de vacunas especificas para cada tumor, que se sintetizan de forma
individualizada en cada paciente (60). Los principales inconvenientes de esta
aproximacion terapéutica son, por una parte, su laboriosidad y, por otra parte, el hecho
de que las vacunas sintetizadas al diagnostico pueden no ser utiles en la recaida. Esto es
debido a la existencia de hipermutaciones somadticas que provocan cambios en el
idiotipo del tumor contra el que se habia sintetizado la vacuna.

Otra aproximacion terapéutica innovadora es la terapia anti-sense mediante el
empleo de oligonucledtidos anti-sentido. Los oligonucleotidos anti-sentido son cadenas
cortas de ADN con una secuencia complementaria a la del ARNm diana, capaz de
inhibir la expresion génica. En los LF la sobrexpresion de BCL-2 derivada del
reordenamiento BCL-2/IgH provoca una inhibicién de la apoptosis, por lo que el
oncogén BCL-2 constituye una diana dptima para la terapia anti-sense. Los resultados
publicados hasta el momento son basicamente estudios en fase I con datos prometedores

pero prematuros. Un aspecto interesante que se esta investigando es la posibilidad de
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que al inhibir la expresion de BCL-2 se venza la quimioresistencia de las células
linfomatosas, lo que aumentaria el efecto de la quimioterapia al utilizarlo en

combinacion (187).

Trasplante de progenitores hemopoyéticos (TPH)

La administracion de quimioterapia a altas dosis seguida de rescate con progenitores
hemopoyéticos en sus distintas modalidades tiene un papel aun controvertido en el
tratamiento de los pacientes con linfoma indolente, a diferencia de lo que ocurre en los
linfomas agresivos, en los que esta aproximacion terapéutica esta aceptada como
tratamiento de eleccion en la recaida. El trasplante autdlogo de progenitores
hemopoyéticos (autoTPH) se ha utilizado como consolidacion de la quimioterapia
convencional de primera linea en pacientes con LNH indolente con factores de riesgo.
En esta situacion se observan SLP prolongadas, alrededor del 70% a los 5 afos (188-
190), que muestran diferencias significativas al compararse con las obtenidas en
controles historicos (189,191). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que se trata de
series altamente seleccionadas, no solo en cuanto a la edad, sino también por el hecho
de incluir basicamente a pacientes que han alcanzado una muy buena respuesta tras el
tratamiento inicial, que, por otra parte, suele ser mdas intensivo que el utilizado
habitualmente. No obstante, pese a los buenos resultados obtenidos con el trasplante en
primera linea y dada la naturaleza indolente del LF, estos procedimientos habitualmente
se reservan para el tratamiento de pacientes en recaida. La escasa toxicidad precoz del
autoTPH ha extendido su uso en esta indicacion, de modo que las series publicadas son
numerosas. Los pacientes incluidos en estos estudios son muy heterogéneos, incluso
dentro de una misma serie, especialmente en cuanto a la fase de la enfermedad en que se

hallan, lo que, en ocasiones, dificulta su analisis. Otro aspecto a tener en cuenta en la
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valoracion de los resultados de estas series es el hecho de que, por la propia naturaleza
del procedimiento, los pacientes incluidos son seleccionados, fundamentalmente por lo
que hace referencia a la edad. Aun asi, los resultados que se pueden extrapolar de los
estudios publicados indican que este procedimiento es capaz de proporcionar una SLP

de alrededor del 50-60% y una SG del 60 al 80% a los 4 afios (124,192-194) [Figura 9].

Figura 9. Supervivencia libre de progresion tras el trasplante en 153 pacientes con

LF (Freedman et al. (193)).
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La comparacion con controles historicos muestra una prolongacion de la SLP en 2
series (124,194), aunque ello se traduce en una mejoria de la SG Unicamente en una
(194). Un reciente estudio aleatorizado demuestra la superioridad del trasplante
autologo frente a quimioterapia convencional como tratamiento de rescate en pacientes
con LF en recaida tanto en cuanto a la SLP como en cuanto a la SG (195). En algunos
de los estudios que incluyen pacientes en transformacion histologica, éstos presentan un
prondstico algo peor que el resto (196), sin embargo, y pese a que las series de pacientes

trasplantados en transformacion son cortas, parece que los pacientes en transformacion
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histoldgica, especialmente aquellos que se muestran quimiosensibles y alcanzan una RC
tras el tratamiento de rescate, pueden alcanzar supervivencias mas prolongadas tras el
TPH que tras la quimioterapia convencional (75,76,197,198). Estos buenos resultados
del autoTPH se obtienen con una toxicidad precoz similar a la observada con
quimioterapia convencional, puesto que la mortalidad relacionada con el trasplante
(MRT) es del 5-10% en la mayoria de series (192,194,196). Por el contrario, la
toxicidad tardia observada es preocupante, dado que se ha descrito la aparicion de SMD
secundarios en un porcentaje que oscila entre el 2% y el 12% (192-194,199), con una
probabilidad actuarial del 14% a los 5 afios (161) (Figura 10). Esta probabilidad es
superior a la observada en pacientes con linfomas indolentes que han recibido varias
lineas de quimioterapia, incluyendo alquilantes, pero que no han sido sometidos a un
TPH (65,89). El riesgo de SMD tras el trasplante es menor en pacientes con linfoma
agresivo que en pacientes con linfoma indolente, aunque también se ha descrito su

aparicion en pacientes trasplantados en transformacion histologica (76,197).

Figura 10. Probabilidad actuarial de SMD (Micallef et al. (161)).

Incidence (%)

0 2 4 6 8 10 12

41



Introduccion

Se han implicado diversos factores en el desarrollo de SMD en pacientes auto-
trasplantados, tales como la edad (161), la RT previa al TPH (200,201), el uso de
agentes alquilantes (202), la administracion de fludarabina (161,203) o el
acondicionamiento con irradiacion corporal total (203). Ello ha dado lugar a diversas
estrategias para evitar la aparicion de esta complicacion de pronostico infausto (200)
tales como evitar la radioterapia en el acondicionamiento (161), descartar el trasplante
en pacientes con anomalias citogenéticas previas al mismo (161), o, incluso, preconizar
el trasplante en fases mas precoces. Precisamente el momento més adecuado para llevar
a cabo este procedimiento es uno de los puntos mas controvertidos, ya que también se
ha descrito el desarrollo de SMD en pacientes trasplantados en primera linea (189), por
lo que, si bien parece aceptarse la superioridad del autoTPH frente a la quimioterapia
convencional para prolongar la duracion de la respuesta, ello se puede producir a costa
de una toxicidad inaceptable en un grupo de pacientes con una enfermedad, por otra
parte, indolente.

El trasplante alogénico de progenitores hemopoyéticos (aloTPH) tiene un papel mas
limitado en el tratamiento del LF por las restricciones obvias de la edad y de la
disponibilidad de donante. De todos modos, se han publicado varias series,
principalmente a partir de datos de registros. En general, el aloTPH se acompafia de una
SLP prolongada (50-78% a los 3 afos), con una SG practicamente idéntica a la
supervivencia libre de progresion (50-78% a los 3 afios) (204-206) [Figura 11]. Este
comportamiento difiere completamente del observado en la historia natural de los
linfomas indolentes, en que a lo largo del seguimiento siempre se halla una proporcion
de pacientes que sobreviven pese a la persistencia de la enfermedad. Ello es asi debido a

la elevada mortalidad asociada al procedimiento (MRT: 20-40%) (204-206), aunque
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¢sta parece estar disminuyendo en las series mas recientes, probablemente debido a una

mejor seleccion de los enfermos.

Figura 11. SG y supervivencia libre de enfermedad en 113 pacientes sometidos a

aloTPH (Van Besien et al. (205)).
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Los datos de Verdonck et al., Stein et al. y del IBMTR (International Bone Marrow
Transplant Registry) comparando el trasplante autélogo con el alogénico en pacientes
con linfoma indolente muestran una superioridad del aloTPH en cuanto a la SLP,
excepto en la serie de Stein et al., sin que ello se traduzca en una prolongacion de la
supervivencia, debido a la elevada mortalidad del aloTPH (199,204,207) [Tabla 7]. En
la valoracion de estos resultados se ha de tener en cuenta las importantes diferencias en
las caracteristicas de los pacientes de cada grupo, puesto que los pacientes sometidos a
una aloTPH son por lo general mas jovenes pero menos quimiosensibles que los
sometidos a autoTPH. De forma anecdoética, se han realizado trasplantes alogénicos de

donante no emparentado (206).
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Tabla 7. TPH autologo frente a TPH alogénico en linfomas indolentes.

Autor N Edad SLP MRT SG

(mediana)

Verdonck et al @

(aloTPH) 10 43 68*p=0,04 30 70*p=NS
(autoTPH) 18 47 22% 0 33*

Stein et al '*”
(aloTPH) 15 43 64# p=0,04 53 15#p=0,01
(autoTPH) 36 48 T1# 14 56#

Van Besien et al.?*”
(aloTPH) 176 42 45#p<0,001 30#  S1#p=NS
(autoTPHp) 131 49 39# 14#  62#
(autoTPH) 597 49 31# 8# S5#

*. 2 afos; #: 5 afios; NS: no significativo; autoTPHp: autoTPH con purgado.

La toxicidad del aloTPH limita su empleo en pacientes con LF, muchos de los
cuales no son candidatos a estos procedimientos por su edad avanzada o por haber
recibido previamente multiples tratamientos. Con el objeto de disminuir la MRT y, de
esta manera, mejorar el pronostico de los pacientes que son sometidos a un aloTPH, por
una parte, y extender el empleo del aloTPH a pacientes no candidatos a un trasplante
convencional, por otra, se ha ensayado el uso de aloTPH con acondicionamientos de
intensidad reducida o no mieloablativos. Esta modalidad de trasplante se fundamenta en
el mecanismo inmunosupresor del aloTPH, de manera que lo que se persigue es
provocar un efecto del injerto contra el linfoma mas que el efecto citorreductor del
acondicionamiento. La respuesta del linfoma al retirar la inmunosupresién o infundir
linfocitos del donante, coincidiendo con el desarrollo de una enfermedad del injerto
contra el huésped, en pacientes que no alcanzan una RC o que progresan tras el
trasplante demuestra la existencia de este efecto en pacientes con LF y otros tipos de

LNH (208-212). Las series publicadas hasta el momento son cortas y con escaso
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seguimiento, pero prometedoras en cuanto a la toxicidad y a la respuesta tanto clinica

como molecular.

1.6.2. Tratamiento de primera linea.

Las modalidades de tratamiento existentes son, pues, muy variadas, sin que ninguna
de ellas destaque sobre las demas en cuanto a las posibilidades reales de curacidén en un
porcentaje significativo de pacientes. Ello hace que no se pueda hablar de un
tratamiento de eleccion en el LF, sino que, por el contrario, una o varias aproximaciones
terapéuticas pueden ser de utilidad en unas circunstancias determinadas. La excepcion la
constituyen los pacientes diagnosticados en estadios localizados, en los que si hay
consenso al considerar la RT, acompanada o no de quimioterapia, como el tratamiento
de eleccion. En los pacientes diagnosticados en estadio avanzado, esto es, la mayoria de
pacientes con LF, hay que tener en cuenta otros aspectos a la hora de decidir el
tratamiento a administrar. Asi, en pacientes asintomaticos al diagnostico, o con escasa
masa tumoral que no requiere una rapida reduccion, la abstencion terapéutica o el
empleo de agentes alquilantes pueden ser buenas opciones terapéuticas. En pacientes
jovenes el riesgo leucemogeno de los alquilantes, por una parte, y la posibilidad de
alcanzar una RC molecular, con la potencial ventaja prondstica que esto supone, con
nuevos tratamientos tales como los analogos de las purinas o los AcMo, por otra parte,
desaconsejan el empleo de dichas opciones, que suelen reservarse en general para
pacientes mayores. Por el contrario, en pacientes sintomaticos o con gran masa tumoral
la poliquimioterapia es capaz de proporcionar una respuesta mas rapida que la que se

obtiene con monoterapia. La eleccion de uno u otro esquema de poliquimioterapia
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depende de factores tales como los habitos de cada centro, las preferencias de los

pacientes y la posibilidad de participar en ensayos clinicos, entre otros.

1.6.3. Tratamiento de rescate.

Contrariamente a lo que cabria esperar, el panorama en relacion con el tratamiento
de rescate no difiere sustancialmente del observado en la eleccion del tratamiento de
primera linea. Las opciones disponibles asi como los criterios de eleccion son
basicamente los mismos que en los pacientes sin tratamiento previo, con la salvedad del
papel que puede jugar el TPH en esta situacion. Es indudable que el tratamiento
administrado como primera linea tiene una influencia primordial en la eleccion del
tratamiento de rescate. En primer lugar, al eliminar una opcion terapéutica en la mayoria
de los casos, ya que obliga al empleo de farmacos diferentes de aquellos a los que el
tumor se ha vuelto resistente. Se han ensayado en este sentido diversos esquemas de
quimioterapia con combinaciones de ifosfamida, VP-16 y citarabina que permiten
obtener un porcentaje considerable de respuestas (213,214). Una excepcion a esta
norma es el uso de AcMo, ya que se ha publicado la existencia de segundas respuestas
en pacientes tratados previamente con rituximab (215,216). En segundo lugar, el
tratamiento de primera linea puede condicionar las posibilidades de éxito y la toxicidad
del tratamiento de rescate: asi, se ha asociado la administracion de fludarabina con el
fracaso en la movilizacion para la obtencion de precursores hemopoyéticos de sangre
periférica (158-160) y con el diagnéstico de SMD en pacientes sometidos a un TPH
(161). Todo ello obliga a plantear el tratamiento en el momento del diagnostico
teniendo en cuenta las posibilidades ante una eventual, y mas que probable, recaida.

Una situacion particular se produce con la transformacion histologica en la recaida.
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Practicamente ésta es la Unica circunstancia en la que existe consenso acerca de la
actitud a seguir: el mal pronostico de los pacientes con una transformacion a un LNH de
alto grado obliga a tratarlo como tal y a administrar una quimioterapia intensiva propia
de un LNH agresivo seguida o no de TPH.

Por lo que hace referencia al TPH, su potencial efecto prolongando la duracion de la
respuesta con una toxicidad precoz aceptable hace de €sta una atractiva opcidn, siempre
y cuando sea posible la reduccién de la toxicidad tardia. Debido al riesgo de SMD post-
trasplante en esta poblacion, ademas de evitar aquellos factores que pueden aumentarlo,
la estricta seleccion de los pacientes que, por su mal pronostico merecen correr el riesgo
de un tratamiento agresivo, es critica. Para ello es basico el conocimiento de los factores
pronosticos que influyen en la supervivencia tras la recaida. Evidentemente, este punto
cobra una importancia extrema en el caso del aloTPH. Es de prever que la practica y el
perfeccionamiento en el manejo de los aloTPH con acondicionamiento de intensidad
reducida extiendan su uso, lo que acrecienta la necesidad de unas indicaciones claras

respecto a los pacientes que se pueden beneficiar de estos procedimientos.
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Hipotesis

Los LF contintian siendo enfermedades incurables. En los tltimos 20 afios se han
llevado a cabo multiples intentos para modificar la historia natural de los pacientes con
LF sin que se haya observado una mejoria sustancial en el prondstico de estos pacientes.
Las distintas opciones terapéuticas empleadas, desde las mas clasicas -monoterapia con
agentes alquilantes, poliquimioterapia con o sin antraciclinicos- a las més innovadoras -
interferon, analogos de las purinas, o AcMo- se han acompanado de un éxito relativo en
cuanto a la posibilidad de alcanzar una repuesta y en cuanto a su duracion. Sin embargo,
ninguna de ellas ha demostrado un aumento en la supervivencia. El trasplante autélogo
de precursores hemopoyéticos parece acompanarse en algunas series de una
prolongacién sostenida de la supervivencia libre de enfermedad en un grupo de
pacientes, aunque dicho procedimiento no cura la enfermedad. Por el contrario, el
trasplante alogénico de medula 6sea parece curar a una fraccion de pacientes lo que se
relaciona con el efecto del injerto contra el tumor y abre interesantes posibilidades a la
terapia celular en este tipo de tumores. Sin embargo, la mortalidad asociada con el
trasplante alogénico y la edad avanzada de la mayoria de enfermos con LF hacen que
este procedimiento no pueda ser empleado de forma sistemdtica. Los resultados
comunicados hasta la fecha con trasplantes con regimenes de acondicionamiento no
mieloablativos son prometedores pero sus efectos a largo plazo se desconocen, por lo
que se consideran un procedimiento experimental. Nos hallamos, pues, con tratamientos
potencialmente curativos que, sin embargo, se acompafan de una toxicidad
considerable. Es por ello que dichos procedimientos habitualmente se reservan para
pacientes en fases avanzadas de su enfermedad en los que las posibilidades de una
buena respuesta son escasas. En este contexto, es indispensable la adecuada seleccion de
aquellos pacientes en que el mal prondstico de su LF contrarresta el posible efecto

negativo de la toxicidad del procedimiento. Es imprescindible, pues, el conocimiento de
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las caracteristicas adversas del linfoma que determinan un acortamiento de la
supervivencia, con el fin de identificar los pacientes que merecen el riesgo de ser
sometidos a un procedimiento agresivo. En este sentido, se han sefialado una serie de
variables que condicionan el prondstico de los pacientes con LF en el momento del
diagnostico y que permiten reconocer a los pacientes de riesgo. La importancia del
estudio de dichas variables radica en el hecho de que, aunque en la mayoria de los
pacientes el LF tiene un curso clinico poco agresivo, en ocasiones es rapidamente
evolutivo, de ahi la importancia de identificar a dichos pacientes. Por otra parte, la
naturaleza generalmente indolente del LF junto con la potencial toxicidad del TPH
hacen que habitualmente se reserve esta opcion para pacientes en recaida, de lo que se
deriva la necesidad de identificar las variables que implican un pronostico adverso de
los pacientes también en el momento de la progresion. La mayoria de estudios que han
analizado los factores pronosticos para la supervivencia desde la progresion se han
centrado en variables como el tipo de respuesta inicial o la duracion de la misma, mas
que en las caracteristicas que presenta el linfoma en el momento de la recaida. Es
posible que la calidad y duracion de la respuesta vengan influidos por el tratamiento de
primera linea administrado, mientras que las caracteristicas inherentes del LF en la
recaida probablemente reflejen de forma mas fidedigna la agresividad intrinseca de éste.
En este contexto, el reconocimiento de las caracteristicas adversas del tumor en el
momento de la recaida puede ser de utilidad para identificar a los pacientes con un
prondstico infausto que los haria candidatos a someterse a procedimientos intensivos.
En definitiva, la identificacion de las caracteristicas clinicas o biologicas en el
momento del diagndstico que se asocian con una evolucion clinica mas agresiva asi
como el reconocimiento de los factores en la recaida -sean relacionados con la repuesta

al tratamiento o con la naturaleza del tumor- que se acompafian de una supervivencia
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acortada, permitiria la seleccion de los pacientes candidatos a recibir tratamientos

experimentales.
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Objetivos

3.1. Objetivo general.

Estudiar la historia natural, asi como los factores prondsticos tanto al diagnostico

como en la recaida, de los pacientes con linfoma folicular.

3.2. Objetivos concretos.

1.

Analizar la correlacion existente entre la presencia del reordenamiento BCL-
2/IgH en pacientes con LF y las caracteristicas clinicas al diagndstico, asi como
su valor prondstico.

Estudiar el valor predictivo de la duracion de la respuesta y de otras variables en
la recaida para la supervivencia desde la progresion.

Analizar el valor prondstico del Follicular Lymphoma International Prognostic

Index (FLIPI) para la supervivencia desde la progresion.
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Resultados

4.1. Incidencia y significado clinico del reordenamiento BCL-2/IgH en el linfoma
folicular.

4.1.1. Resumen.

El LF se caracteriza desde un punto de vista molecular por el hallazgo del
reordenamiento BCL-2/IgH, que se detecta en el 70% de los casos en el momento del
diagnostico. El significado clinico de la presencia del reordenamiento es objeto de
controversia, por lo que el objetivo de este estudio fue analizar la existencia de este
reordenamiento en pacientes con LF mediante una técnica de PCR y correlacionar los
hallazgos moleculares con las caracteristicas clinicas y con el prondstico. Se incluyeron
en el estudio 69 pacientes (35 hombres/34mujeres con una mediana de edad de 53 afios)
diagnosticados de LF en un tnico centro. Se analizaron 77 muestras de ADN, 54 de
ellas obtenidas de la biopsia ganglionar y 23 de sangre periférica o médula osea. El
reordenamiento BCL-2/IgH se estudié en los puntos de ruptura MBR y mcr mediante
una técnica de PCR. Se detectd el reordenamiento BCL-2/IgH en el punto de ruptura
MBR en 39 pacientes de 60 con una muestra valorable (65%), mientras que se detecto el
reordenamiento en mcr en un paciente (2%) y en 20 pacientes (33%) no se detectd el
reordenamiento en ninguno de los 2 puntos de ruptura analizados. En relacion con las
caracteristicas iniciales, los pacientes con el reordenamiento BCL-2/IgH en MBR o mcr
eran mas jovenes (< 65 afios) que los pacientes sin reordenamiento en estos puntos
(p=0,0001), sin que ninguna otra caracteristica de los pacientes al diagnostico se
asociara con la presencia del reordenamiento. Por otra parte, tampoco se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes en que se detectaba el
reordenamiento y los que no en cuanto a la tasa de respuesta, la supervivencia libre de

progresion y la supervivencia global. Por lo tanto, los resultados obtenidos permiten
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concluir que el reordenamiento BCL-2/IgH en MBR o mcr, detectable en el 67% de los
pacientes, no se correlaciona con ninguna de las caracteristicas clinicas al diagndstico,
exceptuando la edad. Asimismo, no se ha demostrado el valor prondstico del
reordenamiento BCL-2/IgH en cuanto a la tasa de respuesta, la supervivencia o la

supervivencia libre de progresion.
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Bcl-2/IgH rearrangement is the molecular hallmark of follicular lymphoma (FL) which is present in
70-90% of the cases at diagnosis. The clinical significance of this feature is controversial. The aim of
this study was to analyze the bcl-2/IgH rearrangement by means of a PCR technique, and to correlate
molecular findings with clinical characteristics and outcome. Sixty-nine patients (median age, 53 years;
male/female ratio: 35/34) diagnosed with FL in a single institution were included in the study. A total of
77 DNA samples were analyzed, 54 were obtained from lymph node biopsy and 23 from peripheral
blood or bone marrow. Bcl-2/IgH rearrangement was assessed for both the major breakpoint region
(MBR) and the minor cluster region (mcr) breakpoints by a PCR technique. Thirty-nine out of sixty
patients (65%) with assessable samples were found to have a bcl-2/IgH rearrangement in the MBR
breakpoint, whereas bcl-2/IgH rearrangement in mcr was observed in one patient (2%) and no
rearrangement at MBR or mcr in the remaining 20 patients (33%). Regarding the initial characteristics,
patients with bcl-2/IgH rearrangements at MBR or mcr were younger (<65 years) than those with no
rearrangement at these sites (p = 0.0001). No differences were found according to bcl-2/IgH
rearrangement in terms of complete response rate, time to treatment failure and overall survival. In our
series bcl-2/IgH rearrangement at MBR or mcr, which was found in 67% of the patients, was not
correlated with response to treatment, survival nor time-to-treatment-failure.

Keywords: Follicular lymphoma; Bcl-2; Prognosis

INTRODUCTION

Follicular lymphoma (FL) is one of the most frequent
subtypes of lymphoproliferative disorders in Western
countries where it accounts for one fourth of all the
lymphomas [1]. FL originates in the follicle center and its
main histological characteristic is the typical follicular
growth pattern. From a cytogenetic point of view FLs are
characterized by the t(14;18) translocation that leads to the
bcl-2/IgH rearrangement. The t(14;18) translocation
juxtaposes the bcl-2 oncogene on chromosome 18 to the
immunoglobulin heavy chain gene (IgH ) on chromosome
14. Most of the breakpoints in bcl-2 oncogene cluster in
two regions named major breakpoint region (MBR) and
minor cluster region (mcr). Bcl-2/IgH rearrangements are
found by different techniques (conventional cytogenetics,
Southern blot, PCR) in up to 95 % of the patients [2—4].
However, these figures, as well as the distribution of the

breakpoint sites in the bcl-2 oncogene, are extremely
variable according to different studies. Thus, in some
series the rearrangement at MBR or mcr was found in
around 40% of the patients [5—-9], whereas in others it is
detected in 70—-80% of the cases [10—13]. Given these
facts, a geographical differentiated distribution of the
bcl-2/IgH rearrangement has been suggested. Further-
more, some authors have hypothesized that the extremely
variable incidence of FL among different countries might
be related to differences in the frequency of bcl-2/IgH
rearrangement [5,6].

The prognostic importance of molecular features has
been extensively studied in diffuse large cell lymphoma
(DLCL), with bcl-2 over-expression being related to a
poor outcome [14—17] and contradictory results concern-
ing bcl-2 rearrangement [14,16,18]. However, the
relationship between bcl-2 rearrangement and outcome
in FL patients has only been assessed in a few studies
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[18—-20]. Moreover, the clinical characteristics and the
outcome of FL patients according to the bcl-2 breakpoints
have been investigated in only one study [19].

With this background, the aim of the present study was
to analyze the incidence of bcl-2/IgH rearrangement and
its most important breakpoint sites in FL patients and to
investigate the correlation between the molecular features
and the clinical characteristics and the outcome of the
patients.

PATIENTS AND METHODS

Patients and Samples

Sixty-nine patients (median age, 53 years; male/female
ratio: 35/34) diagnosed with FL between September 1977
and December 1997 in a single institution were included
in the present study. The diagnosis was based on a lymph
node biopsy in all the cases. The histological distribution
according to the REAL/WHO classification was as
follows: FL grade I, 24 patients (35%); FL grade II, 35
(51%) and FL grade III, 5 patients (7%) and FL
unclassified, 5 patients (7%) [21]. The main initial
characteristics of the patients are summarized in Table 1.
Treatment consisted of monotherapy with alkylating
agents, 6 patients (9%); COP (cyclophosphamide,
vincristine and prednisone) chemotherapy, 8 patients
(12%); adriamycin-containing regimens (in most cases,
CHOP: cyclophosphamide, adriamycin, vincristine and
prednisone), 52 patients (75%); and other treatments, 3
patients (4%). Radiotherapy was administered in 10 cases
due to either the presence of bulky disease or localized
(stage I) lymphoma.

TABLE I Main initial characteristics of 69 patients with follicular
lymphoma

No. of patients Percent

Gender

Male 35 51

Female 34 49
Age =065 years 16 23
B-symptoms 18 26
Poor performance status (ECOG =2) 11 16
Extranodal involvement =2 sites 16 23
Bulky disease (=10cm) 11 16
Bone marrow involvement 44 64
Stage

I 6 9

I 8 11

111 9 13

v 46 67
Leukemic expression 13 19
High serum LDH (=4501U/1)* 17 25
High serum B2M (=3 mg/1)* 10 28
International Prognostic Index*

Low-risk 35 52

Low/intermediate-risk 13 19

High/intermediate-risk 10 15

High-risk 9 13

* Patients with assessable LDH, 32M and International Prognostic Index were 67,
36 and 67, respectively.

In each patient, the following data were recorded
and analyzed in relation to the bcl-2/IgH rearrangement:
age, gender, performance status (according to the
Eastern Cooperative Oncology Group [ECOG] scale),
B-symptoms, histological subtype, hemoglobin, WBC
count, leukemic expression, erythrocyte sedimentation
rate, serum albumin, lactic dehydrogenase (LDH) and 32-
microglobulin (32M) levels, number of nodal and
extranodal involved sites, presence of splenomegaly,
Ann Arbor stage, bulky disease (defined as a tumor
diameter = 10cm), bone marrow infiltration and the
International Prognostic Index (IPI). Response to therapy,
time to treatment failure and overall survival were
analyzed according to the bcl-2/IgH rearrangement.
Finally, the risk of transformation into a high-grade
lymphoma was also studied.

DNA specimens were obtained from the same lymph
node samples used for the initial histological diagnosis in
26 patients, and from lymph node biopsies taken at the
time of relapse or progression in 23 patients. In all these
cases paraffin-embedded tissue was used. Transformation
into a high-grade lymphoma was ruled out in the rebiopsed
patients. In the remaining 20 patients peripheral blood or
bone marrow was used as the source to obtain the DNA
samples.

DNA Extraction and Analysis

DNA extraction from paraffin-embedded samples was
carried out according to the proteinase K method as
previously described [22], whereas salt precipitation
method was used to obtain genomic DNA from peripheral
blood or bone marrow [23]. PCR analysis of bcl-2/IgH
rearrangement was performed by means of the Pharmagen
SA kit. Briefly, this system included in the same reaction
primers for MBR, mcr as well as for the (3-actin gene.
Thus, it was possible to amplify the most frequent
breakpoints in bcl-2/IgH rearrangement as well as to
check DNA integrity in only one reaction. The detection
of the amplified DNA is carried out with an ELISA
technique using specific probes for MBR and mcr region
and B-actin labeled with biotin [24]. All paraffin-
embedded samples and some genomic samples were
studied by this method, whereas in the remaining genomic
samples MBR amplification was analyzed with a
conventional nested-PCR [25]. All the MBR negative
samples were re-analyzed to rule out bc/-2 rearrangement
in mcr with a conventional PCR. For that purpose, we
slightly modified the protocol described by Ngan et al. by
using a more internal primer [9,26]. In some cases, an
additional Southern blot analysis was performed to check
the specificity of the amplified DNA. After electrophore-
sis, gels were transferred overnight to a nitrocellulose
membrane with 20 X SSC buffer. Membranes were
hybridized with an oligonucleotide complementary to
the mcr region using a non-isotopic fluorescent
3'oligolabeling system (Amershan).
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DNA integrity was checked in every paraffin-embedded
sample by amplification of bcl-2 oncogene as previously
described [9]. The presence of amplifiable DNA was
reconfirmed in paraffin-embedded cases without bcl-2/
IgH rearrangement by amplifying [3-actin gene in the same
reaction as MBR and mcr amplification.

Statistical Analysis

Overall survival (OS) was defined as the time between the
date of diagnosis and the date of last follow-up or death.
Time to treatment failure (TTF) was considered as the
time between the start of treatment to one of the following
events: death from any cause, disease progression or
relapse, or date of last observation.

To compare the initial features and the response to
therapy between those patients with bcl2/IgH at MBR
and mcr vs. the remainders a Fischer’s exact test (two-
tailed) was used. Actuarial survival analysis was
performed according to the method described by Kaplan
and Meier [27], and the curves compared by the log-rank
test [28].

RESULTS

Bcl-2 Rearrangement

Seventy-seven DNA samples were analyzed, including 54
obtained from a lymph node biopsy and 23 from bone
marrow or peripheral blood. Eight patients had more than
one sample (2 lymph node samples in 5 cases, and both
lymph node and bone marrow/peripheral blood sample in
3 cases). Among the 69 patients with an assessable
sample, 60 patients (87%) had one sample with intact
DNA, checked by bcl-2 oncogene or 3-actin amplification
as described. Non-amplifiable DNA specimens corres-
ponded to paraffin-embedded samples in the 9 cases
without assessable DNA.

Thirty-nine of the sixty patients (65%) with assessable
samples presented with a bcl-2/IgH rearrangement at
MBR, one patient (2%) at mcr, whereas no bcl-2/IgH
rearrangement was detected at MBR or mcr in the
remaining 20 patients (33%). In the mcr positive case, the
specificity was confirmed by Southern blot analysis.

Initial Features According to the Bcl-2/IgH
Rearrangement

The most important initial characteristics according to the
presence of bcl-2/IgH rearrangement are summarized in
Table II. The detection of bcl-2/IgH rearrangement was
not related to the histological subtype (65% rearrangement
in grade I, 67% in grade II and 75% in grade III;
p =0.92). The percentage of patients with bcl-2/IgH
rearrangement at MBR or mcr was higher among younger
patients (<65 years) than in patients =65 years (79 vs.
17%, p = 0.0001). No significant differences were found
between the subgroup of patients with bcl-2/IgH
rearrangement at MBR or mcr and those without it at
those sites according to any other initial clinical feature.
The risk of transformation was also analyzed. Overall,
such a risk was of 30% at 8 years. Patients with bcl-2/IgH
rearrangement at MBR or mcr presented a trend for a
higher risk of transformation than the remainders: 8-year
risk of transformation were 38% (95% confidence interval
[CI]: 18=58%) vs. 25% (95% CI: 0—66%), respectively
(p = 0.09).

Bcl-2/IgH Rearrangement, Response to Treatment and
Outcome

Among 58 assessable patients, 26 (45%) reached CR, 24
patients (41%) PR while 8 (14%) were considered as non-
responders. No differences were found among breakpoint
subgroups in terms of CR achievement (44 vs. 47% for
MBR/mcr and the remainder, respectively, p = 0.87).

TABLE IT  Clinical features of 60 patients with assessable DNA according to bcl-2/IgH rearrangement

MBR/mcr negative, N = 20 (%) Bcl-2/IgH rearrangement, N = 40 (%) P

Male gender 35 45 NS
Age =065 years 50 5 0.0001
Histologic subtype (REAL)

I 42 39

I 52 53 NS

I 5 8
B-symptoms 40 20 NS
Performance status: ECOG =2 25 15 NS
Extranodal involvement =2 sites 17 35 NS
Bulky disease (=10cm) 5 20 NS
Bone marrow involvement 70 60 NS
Stage: III-1V 90 75 NS
Serum LDH =4501U/1 22 27 NS
Serum 2M =3 mg/l 30 28 NS
International Prognostic Index

High/intermediate-risk or high-risk 39 25 NS
CR achievement 47 44 NS
8-yr risk of transformation 25 38 0.09
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FIGURE 1 Time to treatment failure (TTF) and overall survival (OS) in
69 patients with follicular lymphoma.

The median OS of the series was 9.4 years and the 5- and
10-year OS were 69% (95% CI: 56—82%) and 45%
(95% CI: 28—-62%), respectively (Fig. 1). The median
TTF was 3.3 years and the 5-year TTF 30% (95% CI:
16—-44%) (Fig. 1). There were no differences in terms of
OS nor in TTF among patients with bcl-2/IgH
rearrangement and patients negative for MBR or mcr
rearrangement, with the median OS being 11.4 and 6.7
years, respectively (p = 0.5) (Fig. 2) and the median TTF,
3.8 and 3.3 years, respectively (p = 0.59) (Fig. 3). In the
setting of patients who received adriamycin-containing
regimens, there were no differences in OS nor in TTF
among patients with rearrangement at MBR or mcr and
those without it, with the median OS not reached and 11.3
years, respectively (p = 0.64) and the median TTF, 3.8
and 4.8 years, respectively (p = 0.93).

DISCUSSION

In the present study bcl-2/IgH rearrangement at MBR
or mcr was found in 67% of the patients with FL. This
figure is in accordance with that found in most
European series. Thus, Pezella et al. found bcl-2/IgH
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FIGURE 3 Time to treatment failure (TTF) according to bcl-2/IgH
rearrangement.

rearrangement in 69% of FL patients [20]. Similarly,
bcl-2/IgH rearrangement was detected in 64 and 67%
of the patients in two different French series [12,29]. In
contrast, in most American studies the frequency of
bcl-2/IgH rearrangement is 70—90% [2,10,19], whereas
Japanese investigators have found a much lower
incidence of t(14;18) translocation (30-40%) [5,6]. It
has been hypothesized that the lower incidence of FL
in Eastern countries, as compared with that of Western
countries, is related to the lower frequency of bcl-2/IgH
rearrangement, but this is uncertain [5,6]. Regarding the
distribution of breakpoints in bcl-2 oncogene, the
present series showed some differences in comparison
with other studies. Thus, whereas in this series the
proportion of breakpoints at mcr was 2%, in Seite et al.
and Colombat et al. series bcl-2/IgH rearrangement at
mcr breakpoint was found in 12 and 8% of the patients,
respectively [12,29]. The incidence in American studies
is around 10% [10,19] and in one report rearrangement
at mcr was as high as 31% [2].

The use of different techniques to detect bcl-2
translocation may result in extremely variable results,
with the translocation being detected in up to 89% of the
cases studied by cytogenetics and in 66% by PCR analysis
[11]. PCR, as used in our study, as well as in others
[10,19,29], is a very sensitive method, that is, it is able to
detect a small amount of cells with bcl-2 translocation.
However, the PCR technique has some pitfalls when
detecting the breakpoint site in a particular patient. In this
regard, some technical considerations have to be taken
into account. The primers employed are of extreme
importance to avoid false negative results. In line with
this, the digestion of DNA obtained from paraffin-
embedded tissue may yield small fragments, which
constitutes a problem especially when trying to amplify
relatively long DNA fragments. On the other hand, PCR is
easily contaminated, with this easily giving to false
positive results. To overcome all these problems
appropriate primers for MBR and mcr breakpoints and
internal controls are mandatory [26,30]. Other
breakpoint sites in bcl-2 oncogene have been described,
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but the percentage of patients with bcl-2/IgH rearrange-
ment outside MBR or mcr is probably small [12]. Thus,
although it might be possible to miss some patients with
bcl-2 rearrangement using only primers for MBR and mcr,
the amount of such missed cases is not expected to be
high.

In addition, to rule out the absence of amplifiable
DNA in paraffin-embedded samples we checked DNA
integrity by amplification of bcl-2 oncogene and it was
reconfirmed in cases without bcl-2/IgH rearrangement
by amplifying B-actin gene in the same reaction as
MBR and mcr amplification. Therefore, the differences
in mcr rearrangement found with respect to other
studies are most likely due to real differences among
patients than to technical inconsistencies.

Regarding the relationship between bcl-2/IgH
rearrangement and clinical characteristics, age was the
only variable statistically related to the detection of
bcl-2/IgH rearrangement in our study, with younger
patients presenting a higher frequency of this molecular
feature at MBR or mcr. This finding was also described
in the subset of low grade FL patients in Johnson et al.
series [7]. In a different setting, Gascoyne et al. also
detected a higher proportion of bcl-2/IgH rearrange-
ments in younger patients with DLCL [16]. Interes-
tingly, there was a trend towards a higher incidence of
bcl-2/IgH rearrangement in patients with FL experien-
cing a transformation into a high-grade lymphoma but
this fact did not reach statistical significance. However,
bcl-2/IgH rearrangement was not related to the overall
clinical outcome, with patients with bcl-2/IgH
rearrangement having a prognosis similar to the rest
of the patients regarding response rate (RR), OS and
TTF. The results of the few studies analyzing this
aspect are contradictory. Levine et al. and Tilly et al.
found similar RR and OS in patients with FL studied
by cytogenetics [31,32]. Other studies analyzing bcl-2/
IgH rearrangement by PCR or Southern blot showed
similar results [20], a higher RR and OS in bcl-2/IgH
negative patients [18], or a lower RR and OS in MBR/
mcr negative patients [7,19]. These discrepancies might
be due to differences in the populations analyzed.

The small proportion of patients with bcl-2/IgH
rearrangement at mcr in our study prevented us from
analyzing the prognostic value of this specific molecular
feature. In the only study in which this issue was analyzed
a higher disease free survival in mcr patients, compared
with MBR or MBR/mcr negative patients, was found [19].

In conclusion, in agreement with other European series,
bcl-2/1gH rearrangement was detected in 67% of patients
with FL, and this finding was more frequent in younger
patients. From the clinical standpoint, although patients
with bcl-2/IgH had a higher tendency to undergo disease
transformation than the remainder, the difference did not
reach statistical significance. Moreover, no differences
were found in terms of relapse rate and overall survival.
Finally, further studies should be done to confirm these

observations, and to define molecular characteristics
related to the natural history of patients with FL.
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Resultados

4.2. Supervivencia desde la progresion en pacientes con linfoma folicular:
andlisis de los factores prondsticos.

4.2.1. Resumen.

El objetivo de este estudio fue la identificacion, en una serie de pacientes con LF en
primera recaida o progresion, de los factores prondsticos que pudieran ser de utilidad
para seleccionar aquellos pacientes que, dado su alto riesgo, eran merecedores de ser
incluidos en estudios dirigidos a analizar el efecto de nuevas aproximaciones
terapéuticas. Para ello se incluyeron en el estudio 90 pacientes (48 hombres/42 mujeres,
con una mediana de edad de 56 afios), diagnosticados de LF en un unico centro durante
un periodo de 20 afios, que se hallaban en recaida o progresion tras haber alcanzado una
respuesta completa o parcial con el tratamiento inicial. El principal objetivo del estudio
fue el analisis de la supervivencia desde la progresion (SDP). Para la identificacion de
los factores predictivos para la SDP se realizaron andlisis univariados y multivariados
incluyendo las principales caracteristicas de los pacientes en el momento de la
progresion, asi como la duracion de la respuesta (DR) tras el tratamiento inicial. Los
resultados obtenidos mostraron una SDP a los 5 afos del 47% (IC 95%: 35-58%). Los
pacientes con una respuesta inicial de duracion superior a 2 afios presentaron una SDP
significativamente mas prolongada que los pacientes con una respuesta mas corta (SDP
a los 5 anos: 63% frente a 33%, p=0,012). La tnica caracteristica al diagnostico que
mostrd valor pronostico para la SDP fue el estadio, mientras que las siguientes variables
en la progresion fueron predictivas para la SDP: edad, enfermedad voluminosa, estado
general, nivel sérico de LDH, nivel sérico de 2microglobulina, infiltracion medular,
estadio e IPI. En el andlisis multivariado los factores que retuvieron el valor pronostico

negativo para la SDP fueron el mal estado general en la progresion (ECOG > 2) y la
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duracion de la respuesta inferior a 2 afios, de manera que la SDP a los 5 afos de los
pacientes con un ECOG < 2 y una DR superior a los 2 afios fue del 68%, mientras que
los pacientes con cualquiera de los 2 factores adversos presentaron una SDP a los 5 afios
del 36% y aquellos con mal estado general y una duracion de la respuesta corta, del 0%.
Por ultimo se repitié el analisis multivariado incluyendo el IPI para estudiar su valor
prondstico en pacientes con LF en recaida. El mal estado general en la progresion, la
duracion de la respuesta corta y el IPI de riesgo intermedio o alto se mostraron como
factores adversos para la SDP.

De los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que en pacientes con
LF la duracion de la respuesta junto con el estado general en la progresion son factores
que predicen la SDP y que, por lo tanto, podrian ser ttiles para seleccionar candidatos

para tratamientos experimentales.
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Background: The purpose of this study was to identify prognostic parameters for patients with follic-
ular lymphoma (FL) in first progression/relapse. These would be useful for selection of high-risk
patients for inclusion in trials aimed at determining the effect of new treatment approaches in such
patients,

Patients and methods: Ninety patients (48 male, 42 female, median age 56 years) diagnosed with
FL, in a single institution during a 20 year period and relapsing/progressing after an initial response to
therapy, were recruited. The main end-point of the study was survival from progression (SFP). Uni-
variate and multivariate analyses were performed, including among the predictive variables the
response duration (RD) after the initial treatment and the main features of the patients at the first
progression or relapse.

Results: Five-year SFP was 47% (95% confidence interval 35% to 58%). Patients with RD following
initial therapy >2 years had a longer SFP (5-year SFP 63 versus 33%, P = 0.012). Other variables with
prognostic interest for SFP were stage at diagnosis and the following variables at relapse: age, bulky
disease, performance status, serum lactate dehydrogenase level, serum B2-microglobulin level, bone
marrow involvement, stage and International Prognostic Index rating. In the multivariate analysis, poor
performance status at progression and a RD <2 years were the most important unfavorable variables to
predict SFP.

Conclusion: In patients with FL, RD along with performance status at progression are features that

predict SFP. These variables could thus be useful to select candidates for experimental treatments.

Key words: follicular lymphoma, outcome, progression

Introduction

The majority of patients with follicular lymphoma (FL) pre-
sent with disseminated disease and have a relatively indolent
course, the median survival being 6-10 years. However, FL is
not curable with conventional therapies, and most patients die
from causes related to the disease, frequently after having
experienced many relapses [1-4]. Given the above facts, new
potentially more effective, but also potentially more toxic,
treatments are increasingly being used to treat FL. These
include purine analogs, either alone or in combination [5, 6],
monoclonal antibodies [7-9], biological agents and stem cell
transplantation [10-16]. Although there is evidence that these
approaches can be useful, their exact role and the best timing
for such treatments are not yet well established. On the
other hand, although the toxicity related to some of these
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approaches appears to be acceptable [7, 17], the complications
caused by other strategies are of concern. For example, the
incidence of myelodysplastic syndrome/acute myeloid leuk-
emia (MDS/AML) after stem cell transplantation has been
found to be 4-12% [14, 15, 18). Taking all these facts into
account, as well as the responsiveness of the disease to stan-
dard treatments and its rather indolent nature, experimental
treatments are usually reserved for patients in relapse. There-
fore, the analysis of prognostic factors at relapse should be
useful to select patients for whom inclusion in experimental
trials is warranted.

The aim of the present study was to analyze the prognostic
features in a series of patients with FL from a single institu-
tion, focusing on the variables at the time of the first relapse or
progression that predict survival.

Patients and methods

Initial characteristics and treatment

Two-hundred-and-one patients (median age 54 years; 107 males,
94 females) consecutively diagnosed with FL between January 1977 and



524

Table 1. Main characteristics of 90 patients with follicular lymphoma at diagnosis and at relapse

At diagnosis At relapse
No. assessable Percentage No. assessable Percentage

Age 260 years 90 30 90 41
B-symptoms 90 21 78 12
Poor performance status
(ECOG 22) 90 17 81 11
Bulky disease (=10 cm) 90 23 79 12
Bone marrow involvement 90 62 42 45
Stage 90 82

I 6 17

11 10 16

1M1 11 28

v 73 39
High serum LDH (2450 U/l) 79 25 60 20
High serum p2M (23 mg/l) 28 36 30 33
International Prognostic Index 79 82

Low-risk 43 57

Low/intermediate-risk 32 27

High/intermediate-risk 14 13

High-risk 11 2

*Twenty-one patients with unknown LDH and no risk factors were considered low-risk patients (0-1
adverse factors) and one patient with unknown LDH and four adverse factors was considered a high-risk

patient (45 risk factors).

B2M, p2-microglobulin; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase.

December 1997 in a single institution were the basis for this study. The
histological distribution according to the Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms/World Health Organization
(REAL/WHO) classification [19, 20] was as follows: grade I, 85 patients
(42%); grade 11, 97 patients (49%); grade III, nine patients (4%); unclassi-
fied, 10 patients (5%). Twenty patients (10%) presented with stage I; 19
(9%) with stage I1; 31 (15%) with stage III; and 131 (66%) with stage IV.
Extranodal involvement was demonstrated in 141 patients, including
bone marrow in 123 cases (61%). The distribution of the patients accord-
ing to the International Prognostic Index (IPI) [21] was as follows: low
risk, 89 patients (49%); low/intermediate risk, 50 patients (27%); high/
intermediate risk, 24 patients (13%); and high risk, 20 patients (11%).

Initial treatment consisted of: monotherapy with alkylating agents, 29
patients (14%); COP chemotherapy (cyclophosphamide, vincristine and
prednisone), 28 patients (14%); adriamycin-containing regimens (in most
cases CHOP: cyclophosphamide, adriamycin, vincristine and prednisone),
126 patients (63%); and other treatments, 18 patients.

Among 191 assessable patients, 87 (46%) attained a complete response
(CR), 77 (40%) a partial response (PR), while 27 patients (14%) were
considered non-responders. After a median follow-up of 4.5 years, 41 of
the 87 CR patients (47%) and 49 of 77 PR patients (64%) had progressed.
Overall, the median response duration (RD) was 2.3 years. These
90 patients (48 male, 42 female; median age 56 years) who responded to
treatment and eventually relapsed/progressed were the subject of the
present study. The main characteristics at diagnosis and relapse are listed
in Table 1.

Staging, evaluation at response and follow-up procedures

Initial staging procedures included computed tomography of the thorax,
abdomen and pelvis, as well as a bone marrow biopsy. Post-therapy
restaging included the repetition of the previously abnormal tests and/or
biopsies.

CR was defined as the disappearance of tumor masses and disease-
related symptoms, as well as the normalization of the initially abnormal
tests and/or biopsies, lasting for at least 1 month. PR was considered as
measurable lesions decreased by at least 50% [22]. Patients not included
in these categories and those who died before completing treatment were
considered non-responders.

The follow-up surveillance procedures after treatment consisted of
physical examination, blood count tests and biochemistry, and chest X-ray
(ifinitially abnormal) every 3 months during the first year, every 4 months
during the second year, every 6 months during the next 3 years and every
year afterwards. When the abdomen was the principally involved site,
abdominal computer tomography (CT) scans were performed every
6 months during the first year and yearly for the following 5 years. Molec-
ular follow-up was performed only during the last 4 years (1996-2000).

Atthe time of clinical relapse or progression, a new lymph node biopsy
was performed whenever possible. However, such a procedure was carried
out in only half of the patients due to older age, poor performance status or
patient refusal, For the same reasons, a new bone marrow biopsy could
only be obtained in 42 patients. In addition, restaging of the patients
included CT scans of the thorax, abdomen and pelvis.



Parameters evaluated

In each patient the following data were recorded and evaluated for pro-
gnosis. (i) Initial variables: age (<60 versus 260 years), gender, perform-
ance status [according to the Easten Cooperative Oncology Group
(ECOG) scale], B-symptoms, histological subtype, hemoglobin, leuko-
cyte count, lymphocyte count, leukemic expression, platelet count, serum
albumin, serum lactate dehydrogenase (LDH) and serum B2-microglobu-
lin (B2M) levels, number of nodal and extranodal involved sites, presence
of splenomegaly, Ann Arbor stage, bulky disease (defined as a tumor
diameter =10 cm), bone marrow infiltration and the IPL (ii) Treatment:
monotherapy with alkylating agents versus combination chemotherapies
without adriamycin versus adriamycin-containing regimens. (iii) Response
to therapy: CR versus PR versus no response. (iv) RD: defined as the time
from response to relapse/progression (<2 versus 22 years). (v) Variables
at relapse: (a) clinical data (age, performance status, presence of
B-symptoms); (b) histological subtype (FL versus transformed into high-
grade lymphoma); (c) tumor extension data (bulky disease, Ann Arbor
stage, extranodal involvement, bone marrow involvement, serum LDH
and B2M); (d) IPI; (e) salvage treatment; and (f) response to salvage
treatment.

Statistical analysis

Overall survival was defined as the time between the date of diagnosis and
the date of last follow-up or death; cause-specific survival, as the date of
diagnosis to the date of last follow-up or lymphoma-related death; time to
treatment failure (TTF), as the start of treatment to one of the following
events: death from any cause, disease progression or relapse, or date of
last observation [22]. Survival from progression (SFP) for responding
patients (CR or PR) was defined as the time from relapse or progression to
the date of last follow-up or death [23]. Cause-specific SFP for responding
patients (CR or PR) was defined as the time from relapse or progression to
the date of last follow-up or lymphoma-related death.

The main end point of the study was SFP. In addition, TTF and overall
survival were analyzed. Actuarial survival analysis was performed
according to the method described by Kaplan and Meier [24], and the
curves compared by the log-rank test [25]. The univariate analysis was
carried out for each of the parameters indicated above. All significant
prognostic factors in the univariate study were included in a multivariate
analysis performed by Cox’s stepwise proportional hazard regression
method [26].

Results

Time to treatment failure and overall survival in the
whole series

TTF in the overall series (201 patients) is plotted in Figure 1.
Five-year TTF was 42% [95% confidence interval (CI) 34% to
49%).

Seventy-two patients died during the follow-up period. The
median overall survival was 9.3 years, and the 5-year and
10-year overall survival were 71% (95% CI 65% to 76%) and
48% (95% CI 39% to 57%), respectively (Figure 1). Eleven
patients (15%) died from non-lymphoma-related causes, with
a median cause-specific survival of 14.3 years.
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Figure 1. Time to treatment failure (TTF) and overall survival (OS) in
201 patients with follicular lymphoma. Five-year TTF: 42% (95% CI
34% to 49%). Five-year OS: 71% (95% CI 65% to 76%).

Characteristics of the patients at progression, salvage
therapy and response

Of 164 responders, 90 (55%) presented with disease progres-
sion or relapse during the follow-up period. These patients had
been registered from January 1976 to August 1997, with a
median follow-up for alive patients of 6.25 years (range 2.1-
21.6 years). The median age at progression was 56 years
(range 2678 years). The most important characteristics of
these patients both at diagnosis and at progression are listed in
Table 1. Among 82 assessable patients, 55 (67%) were in
advanced stage and 35 (42%) had an intermediate- or high-
risk prognosis, according to the IPl. Among 45 rebiopsed
patients, histological transformation into a high-grade lym-
phoma was observed in nine cases (20%) (diffuse large-cell
lymphoma in all of these). Patients in whom a new biopsy was
not performed were older than those rebiopsed (patients 265
years, 33% versus 13%, respectively; P = 0.04). Treatment at
progression varied during the study period and consisted of:
monotherapy with alkylating agents, 27 patients (30%); com-
bination chemotherapy, 40 patients (45%); fludarabine alone
or in combination, 12 patients (13%); and other treatments,
11 patients (12%) including only radiotherapy in three stage I
patients. In addition, stem cell transplantation was performed
in seven cases as part of the salvage treatment. In the subset of
nine patients, in whom histological transformation was diag-
nosed, combination chemotherapy was given in all the cases,
followed by autologous stem cell transplantation in four cases,
Thirty-four (41%) of 83 assessable patients had a CR, 29
(35%) a PR, while 20 patients (24%) were considered as non-
responders.

Survival from progression

The median SFP was 4.8 years, with a 5-year SFP of 47%
(95% CI 35% to 58%) (Figure 2). The most important vari-
ables predicting SFP are detailed in Table 2. As indicated,
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Figure 2. Survival from progression (SFP) and cause-specific survival
from progression (cause-specific SFP) in 90 responding patients who
eventually progressed. Five-year SFP: 47% (95% CI 35% to 58%).
Five-year cause-specific SFP 48% (95% CI 36% to 60%).

advanced stage at diagnosis was the only initial factor retain-
ing predictive value for SFP. First-line therapy did not influ-
ence SFP. In the univariate analysis, unfavorable prognostic
factors at progression were bulky disease, poor performance
status, high serum LDH level, high serum 2M, bone marrow
involvement, advanced stage, intermediate- or high-risk IPI,
and an RD <2 years. Older age (260 years) showed a trend for
statistical significance. Regarding salvage therapy, there were
no differences in SFP according to the salvage regimen used,
including ASCT. There was a trend for a higher SFP in
patients receiving fludarabine combinations (P = 0.09), but
these patients were highly selected in terms of age, perform-
ance status and follow-up. A relatively high number of mis-
sing data was found for four of these variables (LDH, B2M,
bone marrow involvement and transformation). We analyzed
the SFP for patients with known data versus those with
missing data. Patients with unknown LDH, bone marrow or
lymph node biopsy had a worse SFP than the others, whereas
no significant differences were found for f2M (data not
shown). The SFP according to the RD is shown in Figure 3.
When the same analysis was performed in the subset of
patients in advanced stage at progression, no significant dif-
ferences were found according to the RD [5-year SFP: 21%
(95% CI1 0% to 44%) and 45% (95% CI 19% to 70%) for RD
<2 and RD 22 years, respectively; P = not significant]. In the
subgroup of patients in localized stage, the RD maintained its
prognostic significance with a 5-year SFP of 38% (95% CI 7%
to 69%) in patients with a RD <2 years and a 5-year SFP of
92% (95% CI 78% to 100%) in patients with a longer RD
(P = 0.013). When RD and stage were compared by a Cox
regression, only stage retained prognostic significance for
SFP [P=10.015, relative risk (RR) 2.9 (95% CI 1.2-6.8)]. The
univariate analysis was carried out for the subgroup of patients
<60 years old, with this showing the same prognostic factors
for SFP (data not shown). On the other hand, among the
45 patients in whom a new lymph node biopsy was obtained,

no differences in survival were found according to the histo-
logical transformation event [5-year SFP 63% (95% CI 44%
to 82%) and 62% (95% CI 29% to 95%) for transformed and
non-transformed patients, respectively]. Non-biopsed patients
had a shorter SFP than biopsed patients [5-year SFP 32%
(95% CI 16% to 48%) versus 62% (95% CI 46% to 78%);
P =0.004].

For the multivariate analysis all the variables with prognos-
tic significance in the univariate study (P value <0.1) and with
a sufficient number of assessable cases were selected. As a
result, LDH level, f2M level, bone marrow involvement and
the histology at relapse were not included. On the other hand,
response to initial treatment (CR versus PR) was included, due
to its clinical interest. Finally, a multivariate analysis was per-
formed including stage at diagnosis (I-1I versus I1I-1V), initial
clinical response (CR versus PR), age at relapse (continuous
variable), stage at relapse (I-1I versus I1I-1V), bulky disease at
relapse, performance status at relapse (ECOG <2 versus
ECOG 22) and RD (<2 versus 22 years). Seventy-nine of the
90 study patients were included in the final multivariate analy-
sis for SFP. The factors retaining prognostic importance for
SFP were: RD [P = 0.011, RR 0.37 (95% CI 0.17-0.8)] and
poor performance status at progression [P <0.001, RR 9.0
(95% C1 3.6-22)]. As can be observed in Figure 4, only 10 of
the 33 patients with ECOG <2 and RD 22 died during the
follow-up, with a 5-year SFP of 68% (95% CI 50% to 86%).
Five-year SFP was 36% (95% CI 16% to 56%) for those
patients having one of the two unfavorable variables, and 0%
for those presenting the two unfavorable variables. Finally, in
order to assess the prognostic value of the IP1 in the setting of
relapsed patients, we performed the multivariate analysis
including the IPI at relapse, along with the above-mentioned
variables. Poor performance status at progression [#= 0.0008;
RR 5.09 (95% CI 1.9-13.3)], intermediate- or high-risk IPI at
progression [P = 0.025; RR 2.5 (95% CI 1.1-5.5)] and an RD
<2 years [P = 0.02; RR 2.4 (95% CI 1.14-5.3)] retained pro-
gnostic value for SFP when we included IPI at relapse in the
multivariate analysis. In the subgroup of patients <60 years
old, the multivariate analysis showed that performance status
(P <0.001) and RD (P =0.01), in addition to bulky disease at
progression (P = 0.001), were the most important features for
predicting SFP.

Cause-specific survival from progression

Thirty-nine of 90 relapsed patients died from lymphoma,
whereas three patients died from non-lymphoma related
causes. Five-year cause-specific SFP was 48% (95% CI 36%
to 60%) (Figure 2). A multivariate analysis was carried out
following the above criteria. Performance status at relapse
[P = 0.002; RR 5.1 (95% CI 1.8-14.1)] and RD [P = 0.04;
RR 0.4 (95% CI 0.2-0.9)] emerged as the most important
variables to predict cause-specific SFP.
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Table 2. Prognostic factors for survival from progression in 90 patients with follicular lymphoma who

presented with relapse: results of the univariate analysis

Variable No. of patients Mortality (%) 5-year SFP P

Stage at diagnosis
I-11 14 14 82 0.02
v 76 53 42

Age
<60 years 53 41 60 0.07
=60 years 37 54 28

Bulky disease
No 70 35 54 0.007
Yes 9 89 22

ECOG
0-1 71 37 53 0.0002
=22 10 90 11

Serum LDH level
<450 UN 48 27 56 0.015
2450 U/ 12 67 44

Serum B2M level
<3 mg/l 20 25 58 0.0003
=23 mg/l 10 100 0

Bone marrow involvement
No 23 17 81 0.002
Yes 19 53 23

Stage
-1 27 26 68 0.003
-1V 55 51 34

International Prognostic Index
low-risk 47 25 72 <0.0001
intermediate/high-risk 35 66 13

Duration of response
<2 years 51 55 33 0.012
22 years 39 36 63

Transformation
No 36 33 63 NS
Yes 9 33 62

Initial response
CR 41 44 44 NS
PR 49 49 48

Salvage treatment
Fludarabine-containing regimens 12 0 NA* NS
Other chemotherapies 67 55 40

Response to salvage therapy
CR 34 26 57 <0.0001
PR 29 48 59
NR 20 20 0

*The median follow-up from the time of progression of patients receiving fludarabine was 2.3 years (range

0.3-4.5).

All the variables are considered at relapse, except when specified.
2M, B2-microglobulin; CR, complete response; ECOG,Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate
dehydrogenase; NA, not applicable; NR, no response; NS, not significant; PR, partial response; SFP, survival

from progression.
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Figure 3. Survival from progression according to the duration of response
(RD) to first-line therapy. Five-year SFP 63% (95% CI 45% to 80%)
and 33% (95% CI 17% to 48%), for patients with RD =2 years and

RD <2 years, respectively.

Discussion

FL is among the most frequent forms of lymphomas in West-
ern countries, where it accounts for 22% of all lymphomas.
The median age of the patients at diagnosis was 59 years and
the prognosis extremely variable, the median survival in
recent series being up to 10 years [1-4, 27]. FL is incurable
with standard therapies.

The prognostic factors for patients with FL at diagnosis
have been extensively investigated. Thus, older age, poor
performance status, advanced stage, bulky disease, leukemic
expression, high serum LDH and B2M levels, and a high risk
according to the IPI have consistently been found to be asso-
ciated with a poor outcome [1, 2, 28-35]. The prognostic sig-
nificance of many of these variables (i.e. age, stage and LDH)
has been confirmed in our series (data not shown).

The natural history of FL is characterized by continuous
relapses that become progressively less sensitive to chemo-
therapy [1]. Although patients with relapsed FL often still
respond to further therapy, the RD becomes shorter after each
relapse [1] and most patients die due to the disease. All of the
above make the management of these patients challenging,
with a wide variety of treatment options ranging from a watch-
ful waiting policy to intensive therapies [10-16, 36—42].

New therapeutic approaches are being developed and
investigated. These include purine analogs alone or in combina-
tion [5, 6], monoclonal antibodies [7-9], high-dose therapy
followed by autologous or allogeneic stem-cell transplanta-
tion [10-16], as well as different biological response modi-
fiers. Preliminary data in selected patients receiving intensive
regimens indicate that CR rates are high (up to 90%) and that
such responses may be maintained for long periods [5, 11, 16].
However, no differences in terms of survival between conven-
tional and more intensive treatments have been found [10].
Whereas experimental therapies are rarely used at diagnosis,
with the exception of investigational trials, such approaches,
particularly autologous stem cell transplantation, are increas-
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Figure 4. Survival from progression according to performance status
(ECOG) and the response duration (RD) (P <0.00001). Five-year SFP
68% (95% CI 50% to 86%), 36% (95% CI 16% to 56%) and 0%, for
patients with ECOG <2 and RD 22, ECOG 22 or RD <2, and patients with
ECOG 22 and RD <2, respectively.

ingly being offered to patients in disease progression [10-16].
However, patients in whom the disease progresses may still
have a relatively long survival with conventional management
[1]. On the other hand, the morbidity with some of the new
therapies can be high and their long-term toxicity is still
largely unknown. This is particularly true with autologous
stem-cell transplants, which have been associated in recent
analysis with an incidence of MDS/AML ranging from 4 to
12% [14, 15, 18]. Given all these facts, the analysis of pro-
gnostic factors at the time of the first relapse or progression
could be useful in identifying those patients in whom, due to
their extremely poor prognosis, experimental therapies are
warranted.

Whereas the prognostic variables of patients with FL at
diagnosis have been largely investigated [1, 2, 28-35], the
prognosis of patients in relapse or progression has been less
studied. Advanced age, presence of B-symptoms, anemia and
extensive extranodal involvement have been identified as
unfavorable clinical characteristics for survival after progres-
sion [23, 43, 44]. In the present study, some clinical character-
istics at relapse (stage, bulky, performance status and IPI)
showed their prognostic value for SFP. Age, although show-
ing a trend for statistical significance, did not reach prognostic
value in the multivariate analysis. In fact, the median age in
the present series is slightly lower than in others [1, 27, 42].
The number of previous therapies has also been found to be an
important factor to predict survival [43, 44]. Finally, other
studies [23, 45] showed the importance of the response to the
initial therapy and its duration, as well as the response to sal-
vage therapy in the survival of the patients. The prognostic
impact of RD, a variable of well known importance in large-
cell lymphoma as well as in other malignancies [46, 47], has
only been investigated in a few studies. Weisdorf et al. [23]
found age at relapse <60 years, CR and a RD >1 year to be
associated with a longer survival after progression (5-year



SFP was 43% for patients with a RD 21 year, whereas it was
28% for patients with a shorter RD; P = 0.0002). In this study,
however, no features at relapse, apart from age, were ana-
lyzed. Regarding salvage therapy, although there was a trend
for a higher SFP among patients who received fludarabine
combinations, these patients were younger and their follow-up
shorter than the others. On the other hand, molecular response
has also been demonstrated to correlate with outcome in FL
patients [48], but this is rarely applicable in routine clinical
practice. Moreover, the prognostic importance of molecular
follow-up in FL patients is not yet well established.

One limitation of our study, as well as of other studies deal-
ing with patients at relapse, is the difficulty in performing an
adequate staging at the moment of relapse or progression. For
instance, in our series a bone marrow biopsy was repeated in
only 42 of 90 patients. This could lead to relative downstaging
of the patients and, subsequently, to decreased IPI scores.
Similarly, a new lymph node biopsy to rule out transformation
into a high-grade lymphoma was performed in just half of the
patients, The main reasons for this were the older age and poor
performance status of some patients (inviting us to spare such
procedures) and patient’s refusal in some cases. Therefore,
although we did not find differences among transformed and
non-transformed patients, the lack of adverse impact on SFP
of histological transformation is most likely due to the low
number of cases, and no firm conclusions can be drawn in this
regard. On the other hand, those patients in whom no lymph
node or bone marrow biopsies or LDH determination were
performed showed an unfavorable SFP; this stresses that these
procedures were omitted in older patients with poor perform-
ance status.

In the present study, RD emerged as an important prognos-
tic factor, with a 5-year SFP ranging from 33% (RD <2 years)
to 63% (RD 22 years); this cut-off was chosen because it was
close to the median RD (2.3 years) (Figure 3). In the multi-
variate analysis, poor performance status at relapse along with
RD retained prognostic significance for survival. The same
variables, as well as bulky disease at relapse retained pro-
gnostic significance for survival in the subset of younger
(<60 years) patients. This indicates that not only the RD, but
also clinical characteristics at progression, are critical to deter-
mining the outcome for these patients. Interestingly, patients
with no unfavorable variables (ambulatory performance status
and RD =2 years) had an excellent outcome after progression
with a 5-year survival of 68%. These patients should probably
not be considered for experimental treatments, particularly
those that are potentially toxic. On the other hand, the median
SFP of those patients with any risk factor is <5 years and
therefore they may be candidates for experimental and intens-
ive regimens. Of note, the degree of response to first-line
therapy (CR versus PR) had only marginal significance in the
multivariate analysis both in the whole series and in the group
of patients <60 years of age. However, this is in contrast to
another study, in which RD and features at relapse were not
analyzed together [23].
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In conclusion, clinical characteristics at progression, as well
as the duration of first response to therapy, are factors that can
be useful to select patients with FL as candidates for experi-
mental therapies and to determine the most appropriate timing
for such procedures.
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Resultados

4.3. Valor predictivo del “Follicular Lymphoma International Prognostic Index”
(FLIPI) en pacientes con linfoma folicular en primera recaida.

4.3.1. Resumen.

Pese a que se han propuesto diversos indices pronosticos para clasificar a los
pacientes con LF en diferentes grupos de riesgo segun las caracteristicas clinicas que
presentan al diagnéstico, ninguno de ellos ha sido ampliamente aceptado. En este
contexto recientemente se ha publicado el Follicular Lymphoma International
Prognostic Index (FLIPI), un indice prondstico especificamente disefiado para pacientes
con LF que clasifica a los pacientes en 3 grupos con un pronodstico sumamente diferente
en el momento del diagndstico. El objetivo del presente estudio, en la misma linea que
el anterior trabajo, fue analizar el posible valor pronostico de este indice en pacientes
con LF en primera recaida o progresion. Asi, se incluyeron en el estudio 103 pacientes
(55 hombres/48 mujeres, con una mediana de edad de 59 afios) que se hallaban en
primera recaida o progresion tras haber alcanzado una respuesta completa (50) o parcial
(53) tras el tratamiento inicial. La supervivencia desde la progresion (SDP) a los 5 afios
de los pacientes de esta serie fue 55% (IC 95%: 44-66%). Los pacientes se distribuyeron
segiin el FLIPI en la recaida de la siguiente manera: 39% en el grupo de riesgo bajo;
24%, riesgo intermedio; 37% riesgo alto. La SDP a los 5 afios para estos 3 grupos fue
85%, 79% y 28%, respectivamente (p<0,0001). En este estudio otras variables que
mostraron valor predictivo en la recaida para la SDP fueron la edad, la presencia de
sintomas B, el estado general, la presencia de enfermedad voluminosa, el numero de
areas ganglionares afectas, el nivel sérico de LDH, el nivel de Hb, la existencia de
transformacion histologica, el indice pronéstico para LF del [ltalian Lymphoma

Intergroup y el IPL. En el analisis multivariado la presencia de enfermedad voluminosa
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(p=0,01), la presencia de sintomas B (p=0,03) y el FLIPI en la recaida (p=0,0003)
aparecieron como las variables mas importantes para predecir la SDP.

De acuerdo con los resultados de dicho estudio, es posible concluir que en los
pacientes con LF en primera recaida o progresion el FLIPI, asi como la existencia de
enfermedad voluminosa o sintomas B, son caracteristicas que influyen en la SDP y que,

por lo tanto, podrian ser de utilidad para seleccionar candidatos a tratamientos

experimentales.
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Background: Different prognostic scores have been proposed to predict the outcome of follicular
lymphoma (FL) patients at diagnosis. A new prognostic index specifically addressing FL patients,
the Follicular Lymphoma International Prognostic Index (FLIPI), has recently been developed,
which might be also useful in patients with progression.

Patients and methods: One hundred and three patients (55 male, 48 female; median age 59 years)
with FL in first relapse/progression after an initial response to therapy (50 complete responders/53
partial responders) were included in the study.

Results: Five-year survival from progression (SFP) was 55% (95% confidence interval 44% to
66%). The distribution according to the FLIPI at relapse was 39% good prognosis, 24% intermediate
prognosis and 37% poor prognosis. Five-year SFP for these groups were 85%, 79% and 28%,
respectively (P <0.0001). Other variables at relapse with prognostic significance for SFP were age,
presence of B symptoms, performance status, bulky disease, number of involved nodal sites, lactate
dehydrogenase level, hemoglobin level, histological transformation, the Italian Lymphoma Inter-
group prognostic index for FL. and the International Prognostic Index for aggressive lymphomas. In
the multivariate analysis bulky disease (P=0.01), presence of B symptoms (P=0.03) and FLIPI at
relapse (P =0.0003) were the most important variables for predicting SFP.

Conclusions: In patients with FL at first relapse/progression, the FLIPI, along with the presence
of bulky disease and B symptoms, are features that predict SFP and thus could be useful to select

candidates for experimental treatments.

Key words: FLIPI, follicular lymphoma, prognosis, progression

Introduction

At present, there is no curative treatment for follicular lym-
phoma (FL). Although most patients with FL have a relatively
indolent course with a median survival of about 10 years, the
natural history of FL is characterized by a pattern of continu-
ous relapses with a shorter response duration and a shorter
survival after each relapse [1—4]. Therefore, new experimental
approaches such as stem cell transplantation (SCT) have been
developed, especially to treat younger patients, in whom a
median survival of 10 years is not acceptable. However, there
is great concern regarding the toxicity of these therapies,
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including the risk of myelodysplastic syndromes [5—8]. Given
the above facts, as well as the responsiveness of the disease at
relapse, intensive treatments are usually reserved as salvage
therapy for patients in progression. Therefore, the ability to
identify patients with poor outcome after the first relapse who
might deserve a potentially hazardous approach is important.

Several papers analyzing prognostic factors for FL patients
have been published [2, 9-13]. In addition, various attempts
to build a prognostic index for these patients have been made
[3, 14]. Recently, an international multicenter study including
the data from more than 4000 patients resulted in a new prog-
nostic index, the Follicular Lymphoma International Prognos-
tic Index (FLIPI), specifically designed for FL patients [15].
The FLIPI distinguishes three groups of patients with around
one-third of cases each, with overall survivals at 10 years of
70%, 50% and 35%.



In contrast with the many studies dealing with initial prog-
nostic factors in FL after diagnosis, there are few studies
addressing the outcome of patients with FL at relapse or pro-
gression [4, 16—19]. We hypothesized that the newly devel-
oped FLIPI might be useful to identify patients with different
prognoses in such a situation. Towards this aim, the potential
usefulness of FLIPI in a series of FL patients at first relapse/
progression was analyzed.

Patients and methods

Initial characteristics and treatment

Two hundred and eighty-four patients (median age 53 years; 143 male,
141 female ratio) diagnosed with FL at two University Hospitals in
Barcelona (Spain) between February 1980 and November 2000 were the
basis of this study. The histological distribution according to the REAL/
WHO classification [20, 21] was as follows: grade I, 102 patients (36%);
grade II, 149 patients (52%); grade III, 17 patients (6%); unclassified, 16
patients (6%). Thirty patients (11%) presented with stage 1, 24 (8%) with
stage II, 52 (18%) with stage III and 178 (63%) with stage IV. Initial
treatment consisted of: monotherapy with alkylating agents, 32 patients
(11%); COP (cyclophosphamide, vincristine and prednisone) chemother-
apy, 18 patients (6%); CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine
and prednisone) chemotherapy, 202 patients (71%); and other treatments,
32 patients (11%). Among the 266 assessable patients, 124 (47%)
achieved a complete response (CR), 112 (42%) a partial response (PR)
and 30 patients (11%) were considered as non-responders. After a median
follow-up of 4.2 years, 50 of 124 CR patients (40%) and 53 of 112 PR
patients (47%) progressed. Overall, the median duration of the response
was 1.6 years (range 0.6—14.5). The 103 patients who responded to treat-
ment and eventually progressed were the subject of the present study. The
outcome after progression pattern of 75 of these patients has been pre-
viously reported [19]. The main characteristics of the patients at diagnosis
and at relapse are listed in Table 1.

Staging, evaluation at response and follow-up procedures

Initial staging procedures included computed tomography (CT) of the
thorax, abdomen and pelvis, as well as a bone marrow biopsy. Post-
therapy restaging included the repetition of the previously abnormal tests
and/or biopsies.

CR was defined as the disappearance of tumor masses and disease-
related symptoms, as well as the normalization of the initially abnormal
tests and/or biopsies lasting for at least 1 month. PR was considered to be
achieved when measurable lesions decreased by at least 50%. Patients not
included in these categories, as well as those who died before completing
treatment, were considered as non-responders [22].

The follow-up surveillance policy after treatment consisted of physical
examination, blood counts and biochemistry, and chest roentgenogram (if
initially abnormal) every 3 months during the first year, every 4 months
during the second year, every 6 months during the next 3 years and once
a year thereafter. Abdominal CT scans were performed every 6 months
during the first year and yearly for the following 5 years when abdomen
was the principal involved site. The molecular follow-up assessment was
only performed systematically from 1998 on.

Disease relapse or progression was defined as the appearance of new
symptoms or signs of the disease as demonstrated by lymph node biopsy
or other appropriate studies. At the time of relapse or progression, besides
a new lymph node biopsy, CT scans of thorax, abdomen and pelvis, as
well as a bone marrow biopsy, were performed whenever possible.
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Table 1. Main characteristics of 103 patients with follicular lymphoma at
diagnosis and at relapse

At diagnosis At relapse
No. Percent  No. Percent
assessable assessable
Age 260 years 103 32 103 48
B symptoms 90 20 95 12
Poor performance status 103 13 95 12
(ECOG 22)
Bulky disease (=10cm) 103 20 93 11
No. of nodal sites =5 76 47 76 30
Ann Arbor stage 103 96
I 8 16
I 11 15
I 13 31
v 68 38
Hb <120 g/1 85 31 87 27
High serum LDH 88 19 86 21
(=450 1U/M)
High serum 2M 43 30 45 31
(=3 mg/L)
FLIPI 76 76
Good prognosis 37 39
Intermediate prognosis 22 24
Poor prognosis 41 37

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; Hb, hemoglobin; LDH,
lactate dehydrogenase; 32M, B,-microglobulin; FLIPI, Follicular
Lymphoma International Prognostic Index.

Parameters evaluated

In each patient the following data were recorded and evaluated for prog-
nosis: (i) Initial variables: age (<60 versus =60 years), gender, Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status, B symptoms,
histological subtype, hemoglobin (Hb), lymphocyte count, serum lactate
dehydrogenase (LDH) and serum {3,-microglobulin (32M) levels, number
of nodal and extranodal involved sites, Ann Arbor stage, bulky disease
(defined as a tumor diameter >10 cm), bone marrow infiltration, the Inter-
national Prognostic Index (IPI) for aggressive lymphomas and the FLIPL
(ii) Treatment: monotherapy with alkylating agents versus combination
chemotherapies without doxorubicin versus doxorubicin-containing regi-
mens. (iii) Response to initial therapy: CR versus PR versus no response.
(iv) Response duration (RD): defined as the time from the response assess-
ment to the relapse/progression. (v) Variables at relapse: clinical data
(age, performance status, presence of B symptoms), histological subtype
(FL versus transformed into high-grade lymphoma), tumor extension data
(bulky disease, Ann Arbor stage, number of involved nodal sites, bone
marrow involvement, Hb, lymphocyte count, LDH, 32M), IPI [23], Italian
Lymphoma Intergroup prognostic index (ILI) and FLIPI (as described
below). (vi) Salvage treatment and response to salvage treatment.

Follicular Lymphoma International Prognostic Index

Age 260 years, advanced stage (III-1V), increased serum LDH level, Hb
level <120 g/l and more than five involved nodal sites were the variables
used to classify patients according to the FLIPI as patients with good,



intermediate or poor prognosis, depending on the number of adverse prog-
nostic factors (0—1, 2 and >3, respectively) [15].

Statistical analysis

Overall survival was defined as the time between the date of diagnosis
and the date of last follow-up or death. Survival from progression (SFP)
for responding patients (CR or PR) was defined as the time from the
relapse or progression assessment to the date of last follow-up or death.

The main end point of the study was SFP. In addition, overall survival
was also analyzed. Actuarial survival analysis was performed according to
the method described by Kaplan and Meier [24], and the curves were
compared by the log-rank test [25]. The univariate analysis was carried
out for each of the parameters indicated above. All significant prognostic
factors in the univariate study, as well as some clinically relevant vari-
ables, were included in a multivariate analysis performed by Cox’s step-
wise proportional hazard regression method [26].

Results

Characteristics of the patients at progression, salvage
therapy and response

From March 1983 to May 2002, 103 patients (male 55, female
48) of 236 responders (44%) presented with disease pro-
gression or relapse after having achieved CR (50 cases) or PR
(53 cases). The median follow-up for surviving patients was
7.2 years (range 2—20.9). A new biopsy at relapse could be
obtained in 69 patients (67%) and transformation into a high-
grade lymphoma was demonstrated in 11 of them (16%) (dif-
fuse large B-cell lymphoma in all cases). The median age at
relapse/progression was 59 years (range 26—78). The main
characteristics of the patients are listed in Table 1. Among 96
assessable patients, 67 (70%) were in advanced stage and 11%
presented with bulky disease. B symptoms were present in
12% of the patients. A poor performance status (ECOG per-
formance status >2) was observed in 11 cases (12%). All the
parameters necessary to build up the FLIPI were available in
76 patients. The distribution of the patients according to the
FLIPI was as follows: 30 patients, good prognosis (39%);
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Figure 1. Survival from progression (SFP) in 103 responder patients who
eventually progressed. Five-year SFP: 55% (95% confidence interval 44%
to 66%).
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18 patients, intermediate prognosis (24%); and 28 patients,
poor prognosis (37%).

Treatment at progression varied over the study period and
consisted of: monotherapy with alkylating agents, 23 patients
(22%); combination chemotherapy (including doxorubicin in
16 cases and ifosfamide/etoposide-containing regimens in
24 cases), 47 patients (46%); purine analogs alone or in com-
bination, 18 patients (17%); and other treatments, 15 patients
(15%). Among the latter, three patients were observed without
treatment until further progression and four patients in loca-
lized stage received radiotherapy as salvage therapy. Treat-
ment at progression for transformed patients consisted of
combination chemotherapy including doxorubicin in three
cases and ifosfamide/etoposide-containing regimens in eight
cases. Autologous SCT was performed in 22 patients at first
relapse as part of the salvage treatment because of the follow-
ing reasons: RD <2 years in 17 patients; disease transform-
ation in six; and both causes in three. Seventeen of 58 (29%)
patients with an RD <2 years were submitted to SCT at first
relapse, whereas this proportion was 12% in those cases with
a RD >2 years (P=0.03). SCT was performed at first relapse
as part of the salvage therapy in 30%, 39% and 14% of
patients with good, intermediate and poor prognosis according
to the FLIPI, respectively (P not significant). One patient
received an allogeneic SCT with reduced-intensity con-
ditioning.

Forty-three of 93 assessable patients achieved CR (46%)
after salvage therapy, 31 (33%) achieved PR and 19 patients
(21%) were considered as non-responders.

Survival from progression

The median SFP was 5.4 years, with a 5-year SFP of 55%
[95% confidence interval (CI) 44% to 66%] (Figure 1). The
most important variables predicting SFP are listed in Table 2.
First-line treatment (monotherapy with alkylating agents ver-
sus combination chemotherapies without doxorubicin versus
doxorubicin-containing regimens) did not significantly corre-
late with SFP. No statistical differences in SFP were found
between patients achieving CR after initial therapy and
patients in PR.

Prognostic factors at progression with a negative impact on
SFP were: older age, poor performance status, presence of B
symptoms, transformation into an aggressive lymphoma, ane-
mia (Hb <120 g/1), high LDH level, number of involved nodal
sites, bulky disease, poor prognosis according to the ILI as
well as intermediate- or high-risk IPI. The FLIPI also showed
an important predictive value for SFP: 5-year SFP for patients
with good, intermediate and poor prognosis according to the
FLIPI were 85% (95% CI 75% to 95%), 79% (95% CI 60% to
99%) and 28% (95% CI 8% to 48%), respectively
(P<0.0001) (Figure 2).

SFP was not significantly influenced by the duration of the
first response, with the median survival for patients with RD
<2 and =2 years being 4.9 and 6 years, respectively. Finally,
the achievement of CR or PR after salvage treatment was



Table 2. Prognostic factors for SFP in 103 patients with follicular
lymphoma who presented with relapse (all the variables are considered at
relapse): results of univariate analysis

Variable No. of % dead 5-year P
patients SFP

Initial response
CR 50 42 50 NS
PR 53 41 60

Response duration
<2 years 58 40 50 NS
22 years 45 44 58

Age
<60 years 54 33 65 0.04
260 years 49 51 44

B symptoms
No 84 34 61 0.01
Yes 11 73 30

ECOG performance status
0-1 84 33 61 <0.0001
22 11 91 18

Transformation®
No 58 26 71 0.005
Yes 11 73 40

No. of nodal involved sites
<5 53 24 75 0.02
25 23 52 45

Bulky disease (=10cm)
No 83 34 63 0.0009
Yes 10 80 15

BM involvement
No 36 28 73 NS
Yes 24 42 34

Ann Arbor stage
I-1I 29 34 76 NS
I-1v 67 42 45

Hb
<120¢g/1 23 61 30 0.002
>120¢g/1 64 30 67

Serum LDH level
<450 1U/ 68 29 66 0.001
2450 1U/1 18 67 33

IPI
Low risk 55 24 78 <0.0001
Intermediate or high risk 40 63 28

ILI
Low risk 40 17 84 0.0001
Intermediate risk 13 54 38
High risk 17 71 27
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Table 2. (Continued)

Variable No. of % dead S5-year P
patients SFP

FLIPI
Good prognosis 30 17 85 <0.0001
Intermediate prognosis 18 22 79
Poor prognosis 28 64 28

Response to salvage therapy
CR 43 35 68 <0.0001
PR 31 32 63
NR 19 79 0

?Only those cases assessed by a tissue biopsy were included.SFP, survival
from progression; NS, not significant; CR, complete response; PR, partial
response; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; BM, bone
marrow; Hb, hemoglobin; LDH, lactate dehydrogenase; IPI, International
Prognostic Index for aggressive lymphomas; ILI, Italian Lymphoma
Intergroup prognostic index; FLIPI, Follicular Lymphoma International
Prognostic Index; NR, non-responder.

significantly associated with a longer SFP (median SFP 10.8
versus 0.7 years for non-responders; P <(0.00001).

To assess the importance of the FLIPI in predicting SFP, a
multivariate analysis was performed. Besides the FLIPI (good
versus intermediate versus poor prognosis) the variables
selected for the analysis were as follows: (i) variables with
prognostic significance in the univariate analysis (P <0.05)
and a high enough number of assessable cases: B symptoms at
relapse (no versus yes), bulky disease at relapse (no versus
yes), transformation into a high-risk lymphoma (no transform-
ation versus transformation versus no biopsy); and (ii) RD (<2
versus >2 years). The variables used to calculate the FLIPI
were not included in the model. Seventy-four of the 103 study
patients were included in the final multivariate analysis for
SFP. The variables that retained prognostic significance for
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Figure 2. Survival from progression (SFP) according to the Follicular
Lymphoma International Prognostic Index (FLIPI). Five-year SFP: 85%
[95% confidence interval (CI) 75% to 95%], 79% (95% CI 60% to 99%)
and 28% (95% CI 8% to 48%) for patients with good, intermediate and
poor prognosis, respectively.



Table 3. Survival from progression according to the FLIPI, the ILI and the IPI

FLIPI (n=76) ILI (n=70) IPI (n=95)
% 5-year SFP % 5-year SFP % 5-year SFP
Good prognosis (0, 1) 39 85 Low risk (0, 1) 57 84 Low risk (0, 1) 58 78
Intermediate prognosis (2) 24 79 Intermediate risk (2) 19 38 Low/intermediate risk (2) 23 36
Poor prognosis (3, 4, 5) 37 28 High risk (3, 4, 5) 24 27 High/intermediate (3) 13 10
High risk (4, 5) 6 33

Number of risk factors given in parentheses.

FLIPI, Follicular Lymphoma International Prognostic Index; ILI, Italian Lymphoma Intergroup prognostic index; IPI, International Prognostic Index for

aggressive lymphomas; SFP, survival from progression.

SFP were the presence of bulky disease at progression
[P=0.005; relative risk (RR) 3.8; 95% CI 2.9-4.8], the pre-
sence of B symptoms at relapse (P=0.03; RR 2.7; 95% CI
1.8-3.6) and the FLIPI at progression (P=0.002; RR 2.4;
95% CI 1.9-3). The multivariate analysis was repeated
including only the patients in whom a new biopsy was per-
formed at relapse to better analyze the role of histological
transformation. In this subset of patients, the variables with
prognostic significance for SFP were the presence of B symp-
toms, histological transformation and the FLIPI.

In Table 3, 5-year SFP according to the FLIPI, the ILI and
the IPI is detailed. FLIPI, ILI (low versus intermediate versus
high risk) and IPI (0, 1 versus >2 risk factors) were compared
by a Cox regression method including these three scores as
covariates. In the final model, with 61 cases, the FLIPI
retained prognostic importance for SFP (P=0.0001; RR 2.9;
95% CI 2.4-3.4).

Discussion

FL remains incurable with current therapies. For this reason,
there is a great interest in investigating the role of new treat-
ment approaches such as monoclonal antibodies (mAbs) or
autologous SCT in patients with FL. Regarding intensive regi-
mens, patients receiving high-dose chemotherapy with auto-
logous SCT presented a longer time to treatment failure in
comparison with historical controls in two studies [27, 28],
although only one of them showed modest advantage in survi-
val [28]. Nevertheless, the early toxicity with autologous SCT
is not negligible, with a mortality rate of 5% to 10% [28-30].
On the other hand, long-term toxicity is of concern, specially
regarding myelodysplastic syndromes, reported in up to 12%
of cases [5-8]. The long-term toxicity of other treatment
modalities such as radiolabeled mAbs is not yet known.
Because of this, newer and experimental therapies in FL are
usually reserved for patients with unfavorable prognostic fea-
tures either at diagnosis or at relapse.

The analysis of prognostic factors in patients with FL. upon
relapse or progression has been addressed in a few studies.
Age at relapse [4, 16], response to first-line therapy [16], num-
ber of previous lines of therapy [4], response to salvage treat-
ment [17] and RD [16, 19] are factors that have been
associated with survival from first progression. However, the
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prognostic significance of clinical features at relapse has not
been fully investigated. Spinolo et al. [18] reported that the
number of prior failures, as well as B symptoms, Hb level and
number of extranodal sites at relapse, were associated with
outcome after progression, but in this study survival was ana-
lyzed after several relapses.

In the present series, poor prognosis according to the FLIPI,
as well as the presence of bulky disease and B symptoms,
were the factors at relapse that allowed the discrimination of
patients with a shorter survival from progression. In line with
some other studies [4, 16], in the current series the 5-year SFP
was significantly shorter in older patients in the univariate
analysis, but this variable was not included in the multivariate
analysis since it is incorporated in the FLIPI. The prognostic
value of the presence of bulky disease is consistent with the
findings from a previous study by our group [19]. In the pre-
sent series, the 5-year SFP of patients with good, intermediate
or poor prognosis according to the FLIPI was 85%, 79% and
28%, respectively (P<0.0001). In the multivariate analysis
the FLIPI emerged as one of the variables with prognostic
value for SFP. Of note, the RD was also included in the multi-
variate analysis and did not achieve prognostic importance.
Moreover, when we compared the FLIPI, the ILI and the IPI
by a Cox regression, only the FLIPI retained prognostic sig-
nificance. These results support the predictive value for SFP
of FLIPI at relapse, and suggest that this index may be more
accurate than other scores to select FL patients according to
their risk.

In contrast to the report by Weisdorf et al. [16], response to
first-line therapy did not predict SFP in the present series. RD,
another variable with important prognostic value for SFP in
the Weisdorf et al. [16] paper, did not correlate with survival
in the current study. In fact, although in a previous report
from our group [19] RD maintained its prognostic value for
SFP, in the current series the median SFP was 4.9 and 6 years
for patients with RD <2 and >2 years, respectively. Since,
according to our previous results, patients with RD <2 years
were submitted to autologous SCT, this may have overcome
the negative impact of a shorter initial response on overall sur-
vival (data not shown).

In conclusion, this study shows that the clinical character-
istics of the disease at relapse as assessed by the FLIPI are the
crucial factor in the outcome of patients with FL after



progression. Consequently, FLIPI may be employed to ident-
ify patients in progression who have an especially unfavorable
outcome, who, because of this, are reasonable candidates for
experimental therapies.
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V. DISCUSION



Discusion

La primera parte de esta tesis se dedico al estudio del valor pronodstico del
reordenamiento BCL2/IgH en el momento del diagnodstico y su posible asociacion con
otras caracteristicas clinicas. La deteccion del reordenamiento BCL2/IgH en el 67% de
los pacientes (Capitulo 4.1) es similar a los resultados publicados en otros centros
europeos, cuando se analiza la existencia de dicho reordenamiento mediante Southern
blot o PCR convencional (110,111,177). Por el contrario, en la mayoria de series
americanas este porcentaje es mayor, mientras que se detecta un porcentaje menor de
pacientes con el reordenamiento en diversos estudios japoneses (8,18,107). Por lo que
hace referencia a la distribucion seglin el punto de ruptura en BCL-2, en la presente serie
se detectd un porcentaje menor de pacientes con reordenamiento en mcr que en otras
series publicadas (107,177). La presencia del reordenamiento de BCL-2 no se asocid a
ninguna de las variables clinicas estudiadas en nuestra serie, exceptuando la edad. Asi,
entre los pacientes mayores se detectdo una menor frecuencia de dicho reordenamiento
que en pacientes mas jovenes. Se han publicado resultados similares en el subgrupo de
pacientes con LF “de bajo grado” (108). Por el contrario, en varios estudios se ha
observado que la incidencia del reordenamiento BCL-2/IgH en individuos sanos
aumenta con la edad (31,32). De hecho, se ha relacionado el aumento de la incidencia
del reordenamiento al aumentar la edad con la mayor incidencia de LF en pacientes
mayores. Por lo que hace referencia a la falta de relacion entre el reordenamiento de
BCL-2 y otras caracteristicas clinicas en el estudio que conforma el primer trabajo de
esta tesis, la serie de Bertoni et al. confirma estos resultados (111). En cuanto al analisis
de las caracteristicas clinicas segin el punto de ruptura en el oncogén BCL-2, son
escasos los articulos en que se analiza este aspecto. Asi, en la serie del M.D. Anderson
Cancer Center los pacientes con reordenamiento en el punto de ruptura mcr presentan

con mas frecuencia estadios localizados al diagndstico, asi como una 2microglubulina
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normal, que los pacientes con reordenamiento en MBR o aquellos sin reordenamiento
(107), mientras que en la de Buchonnet et al. no se halla ninguna relacion entre las
caracteristicas de los pacientes al diagnostico y ninguno de los puntos de ruptura
estudiados (12). El escaso nimero de pacientes con reordenamiento en mcr impidio el
analisis de las caracteristicas clinicas segun el punto de ruptura en el primer trabajo que
configura esta tesis. Dicho trabajo se completd con el estudio del valor prondstico del
reordenamiento BCL-2/IgH. La existencia de dicho reordenamiento no se asocid con la
evolucion clinica de los pacientes, ni en cuanto a la tasa de respuestas, ni en cuanto a la
supervivencia libre de progresion o a la supervivencia global. Aunque los resultados
publicados en la literatura a este respecto son contradictorios, estos datos son
concordantes con los publicados por Pezella et al. y Bertoni et al. (110,111). Una
importante limitacion a la hora de comparar los resultados de nuestro estudio con otros
viene dada por las grandes diferencias en las técnicas empleadas, lo que se demuestra al
comparar los resultados del andlisis de las mismas muestras obtenidos en diferentes
laboratorios internacionales (118). En los tltimos afios se ha extendido el uso de la PCR
a tiempo real (real-time PCR) para el estudio del reordenamiento de BCL-2; dicha
técnica permite la cuantificacion del reordenamiento y, aparentemente, es mas
reproducible que la PCR convencional (130). Asi, la presencia del reordenamiento BCL-
2/IgH en MBR detectado por PCR real-time no se asocia a ninguna caracteristica clinica
determinada ni influye en la supervivencia global de los pacientes (217), en linea con
los resultados obtenidos en el primer trabajo de esta tesis. En nuestra serie se analizaron
indistintamente muestras de ADN obtenidas a partir de sangre periférica, médula ésea o
ganglio. El tipo de muestra analizado, otra potencial fuente de discrepancias entre
diferentes series, no parece influir en los resultados, puesto que en varios estudios se ha

demostrado una estrecha correlacion entre los datos obtenidos al analizar sangre
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periférica y médula 6sea (107,177). Por ultimo, cabe mencionar la posibilidad de que en
nuestra serie la ausencia de deteccion del reordenamiento BCL-2/IgH en otros puntos de
ruptura distintos de los clasicos MBR y mcr, debido a limitaciones propias de la técnica
empleada, influyera en los resultados. Sin embargo, en la serie de Buchonnet et al. en
que se detecta el reordenamiento BCL-2/IgH en el 92% de los pacientes gracias al
analisis de puntos de ruptura adicionales, tampoco se observa una correlacion entre la
presencia o no del reordenamiento y las caracteristicas clinicas o el prondstico de los
pacientes (12).

La segunda parte de la presente tesis se centro en el analisis de las variables clinicas
que pudieran facilitar la identificacion de aquellos pacientes con LF en primera recaida
que por su mal prondstico fueran tributarios de ser sometidos a tratamientos
experimentales. Mientras que son numerosos los trabajos acerca de factores prondsticos
en pacientes con LF en el momento del diagnostico (50,83-87,89), el pronostico de los
pacientes con LF en progresion ha sido menos estudiado y, con frecuencia, son escasos
los datos acerca de las caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento de la
recaida. En la serie en que se analizaron los factores prondsticos para la supervivencia
desde la progresion (Capitulo 4.2) diversas caracteristicas clinicas de los pacientes en el
momento de la recaida se asociaron a una supervivencia acortada, siendo el estado
general y la duracion de la respuesta las variables que mantuvieron el valor prondstico
para la supervivencia desde la progresion en el analisis multivariado. En el subgrupo de
pacientes menores de 60 afios, dichas variables, junto con la existencia de enfermedad
voluminosa, mostraron valor pronéstico para la SDP. Estos resultados son dificilmente
comparables con los de otras series similares por la heterogeneidad de estos estudios,
puesto que, mientras que en algunos Unicamente se incluyen pacientes en primera

recaida (65,100,101), en otros se analiza el pronéstico de los pacientes tras haber
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experimentado sucesivas recaidas (99). La importancia pronoéstica del estado general o
de la enfermedad voluminosa en pacientes jovenes no ha sido descrita con anterioridad.
Sin embargo, tal como se ha mencionado previamente, el valor prondstico de las
caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento de la recaida no se ha estudiado
con profundidad en ninguna de las series en que se analiza la supervivencia desde la
progresion, exceptuando en la serie de Spinolo et al. En este trabajo, en que se estudian
los factores que influyen en la supervivencia desde la progresion en pacientes con LF
que han experimentado una o mas recaidas, la presencia de sintomas B en la progresion,
asi como el numero de areas extraganglionares afectas o una cifra de hemoglobina
inferior a 12 g/L se asocian a una supervivencia desde la progresion acortada, mientras
que otras caracteristicas en la recaida tales como el estadio, el nivel sérico de LDH, el
recuento de plaquetas o la infiltracion de médula dsea, bazo o mediastino no influyen en
el porvenir de estos pacientes (99). En contraste con este estudio, entre las series que
analizan el prondstico de los pacientes con LF tras la primera recaida las unicas
variables clinicas estudiadas en la progresion son la edad, el lugar de progresion y la
histologia en la recaida (65,100). En estas series, la edad aparece como un importante
factor prondstico para la SDP. Otras variables no relacionadas con las manifestaciones
clinicas en la recaida que influyen en la supervivencia desde la progresion son el
numero de lineas terapéuticas administradas (ya sea para alcanzar una primera respuesta
(65) o por la existencia de multiples recaidas (99)), la respuesta al tratamiento de
primera linea y la duracion de la respuesta (100). En la presente serie, la duracion de la
respuesta inferior a 2 afios se asocié a una supervivencia desde la progresion acortada
(SDP a los 5 afios: 33% frente a 63% en pacientes con una duracioén de la respuesta
superior), mientras que la respuesta al tratamiento de primera linea (respuesta completa

frente a respuesta parcial) no influy6 en la SDP. Por el contrario, en la serie de Weisdorf
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et al. los pacientes que alcanzan una respuesta parcial presentan un pronostico
desfavorable en comparacién con los pacientes en respuesta completa; sin embargo,
cuando la duracion de la respuesta inicial es inferior a un afio el prondstico es
sumamente desfavorable, independientemente de que la respuesta inicial alcanzada haya
sido completa o parcial (100). Estos datos apoyan la importancia de la duracion de la
respuesta en el porvenir de los pacientes con LF en recaida, como sugieren los
resultados del segundo trabajo de esta tesis.

El estudio de los factores prondsticos en la recaida se completd con el andlisis del
valor pronostico en la progresion del Follicular Lymphoma International Prognostic
Index (FLIPI) (Capitulo 4.3). A diferencia de lo ocurrido con el IPI, el indice prondstico
para linfomas agresivos, convertido en la principal herramienta prondstica en este tipo
de linfomas, hasta la fecha no se ha descrito ninguin indice prondstico para pacientes con
linfomas indolentes que haya sido ampliamente aceptado y aplicado. Se han propuesto
varios indices para linfomas foliculares (47,50), algunos ellos disefiados a partir del
estudio de un numero considerable de pacientes, sin que ninguno de ellos se haya
constituido en un indice de referencia para esta poblacion debido, béasicamente, a
dificultades en su aplicacion practica. Por otra parte, alguno de estos indices comparte el
principal inconveniente del IPI cuando se aplica en pacientes con linfomas indolentes:
unicamente un pequefio porcentaje de enfermos queda incluido en el grupo de alto
riesgo (51,87). En este contexto se llevd a cabo el estudio multicéntrico internacional
que dio lugar al FLIPI, tras el andlisis de los datos de mas de 4000 pacientes con LF y
un seguimiento minimo de 5 afios (96). Este indice permite clasificar a los pacientes con
LF en tres grupos de riesgo bajo, intermedio o alto, con un porcentaje de pacientes
incluidos en cada uno bastante similar y con un pronéstico claramente diferenciado. Asi

pues, el FLIPI se perfila como el equivalente del IPI para linfomas indolentes, aunque
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para ello se debe demostrar su aplicabilidad en la practica clinica y su validez en
estudios prospectivos. El objetivo del tercer trabajo que configura esta tesis fue analizar
el valor pronostico del FLIPI en pacientes en recaida. En nuestra serie el 39% de los
pacientes quedo incluido en el grupo de bajo riesgo segin el FLIPI en el momento de la
recaida, mientras que los grupos de riesgo intermedio y alto incluyeron el 24 y 37% de
los pacientes, respectivamente. Es decir, el FLIPI es capaz de clasificar a los pacientes
en grupos relativamente equilibrados en cuanto al porcentaje de pacientes en cada uno
también en el momento de la recaida. Estos 3 grupos de riesgo presentaron una
supervivencia desde la progresion claramente diferenciada (SDP a los 5 afios: 85, 79 y
28%, respectivamente). En el analisis multivariado el FLIPI retuvo el valor prondstico
para la SDP junto con la existencia de enfermedad voluminosa y la presencia de
sintomas B en la recaida. Por otra parte, en la comparacion del FLIPI con el ILI y el IPI
el unico indice que mantuvo su valor pronéstico para la supervivencia desde la
progresion fue el FLIPI. Cabe mencionar que la duracion de la respuesta, una
importante variable con valor pronostico para la supervivencia desde la progresion en el
analisis previo, no se correlacion6 con la supervivencia en el tltimo trabajo de esta tesis.
Ello podria ser debido a un cambio en la estrategia terapéutica segun los resultados
obtenidos previamente, puesto que, a raiz de ellos, los pacientes cuya respuesta al
tratamiento inicial habia sido inferior a 2 afios fueron sometidos a un trasplante autélogo
de progenitores hemopoyéticos dado su mal pronostico. Es posible que el tratamiento
intensivo contrarrestara el efecto negativo de la duracion de la respuesta, perdiendo ésta
su valor prondstico en el tercer trabajo que conforma esta tesis. Los datos de este
estudio corroboran los del trabajo anterior en cuanto a la importancia prondstica de la
forma de presentacion clinica en la recaida, de forma que los pacientes con unas

caracteristicas clinicas agresivas (por ej. mal estado general, presencia de sintomas B o
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enfermedad voluminosa) presentaron un pronostico mas desfavorable que el resto. Por
ultimo, los datos de este estudio avalan la utilidad del FLIPI como herramienta
pronostica para seleccionar pacientes cuyo mal pronoéstico los convierte en candidatos a

recibir tratamientos experimentales.
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Conclusiones

Estudio del reordenamiento BCL-2/IgH

1.

En el 67% de los pacientes con linfoma folicular es posible la deteccion del
reordenamiento de BCL-2 mediante PCR convencional.

El reordenamiento BCL-2/IgH no se asocia a ninguna de las caracteristicas
clinicas analizadas, exceptuando una menor edad.

La presencia del reordenamiento del oncogén BCL-2 no influye
significativamente en el prondstico de los pacientes con linfoma folicular, ni
en cuanto a la tasa de respuestas, ni en cuanto a la supervivencia global o a la

supervivencia libre de progresion.

Factores prondsticos para la supervivencia desde la progresion

4.

Alrededor de la mitad de los pacientes con linfoma folicular estan vivos a los
5 afios tras la primera progresion.

La mediana de duracién de la primera respuesta en pacientes con linfoma
folicular es aproximadamente de 2 afos.

Los pacientes con una duracion de la primera respuesta inferior a 2 afios
presentan un pronostico desfavorable, con una supervivencia desde la
progresion inferior a la de los pacientes con una duracion de la respuesta mas
prolongada.

La presencia de caracteristicas clinicas agresivas en la recaida, tales como el
mal estado general o la existencia de enfermedad voluminosa o de sintomas

B, permite identificar aquellos pacientes con un pronostico mas desfavorable.
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Valor prondéstico del FLIPI en la recaida

8.

10.

Segun el FLIPI en el momento de la recaida, el 39% de los pacientes
pertenece al grupo de buen prondstico, el 24% presenta un prondstico
intermedio, mientras que el 37% restante de los pacientes tiene un pronostico
desfavorable.

La supervivencia desde la progresion a los 5 afios para los pacientes
pertenecientes a los grupos de buen, intermedio o mal prondstico segun el
FLIPI es 85%, 79% y 28%, respectivamente.

La clasificacion de los pacientes en el momento de la recaida segun el FLIPI
permite la discriminacion de los pacientes que presentan un especial mal

prondstico.
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