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El avance en el conocimiento biologico de la leuce-
mia linfocitica cronica (LLC) ha aportado una pers-
pectiva diferente en relacion a sus dos poblaciones
celulares bien identificadas y diferenciadas que mar-
can el ritmo evolutivo de la enfermedad.

A su vez explica la gran variabilidad clinica evo-
lutiva de la enfermedad correlacionandolo con las
dos formas de LLC, aquélla de evolucion cronica
indolente y lentamente progresiva versus la forma
evolutiva agresiva y proliferativa.

Estas dos formas evolutivas responden a una pobla-
cion celular de lenta acumulacion contra otro con-
tingente celular de mayor proliferacion.

La primera esta marcada entonces por un curso evo-
lutivo indolente con alto porcentaje de pacientes en
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estadios clinicos tempranos Rai (0-2) - Binet (A-B
no evolutivo) en donde un alto porcentaje de ellos
no requeriran tratamiento en ningin momento de su
enfermedad o si lo hacen lo hardn tardiamente.

La segunda relacionada al contingente celular de
“proliferacion” marca una enfermedad de curso pro-
gresor, mas agresivo, con alto requerimiento tera-
péutico y que se identifica mas en los estadios clini-
cos avanzados de Rai y/o Binet.

Sabemos que los estadios clinicos por si solos no
nos permiten predecir cuando el paciente va a evo-
lucionar, cuando requerira tratamiento o qué tipo de
respuesta tendra al tratamiento instituido.

Son los marcadores biolégicos o biomarcadores
los que han aportado elementos de identificacion que
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nos permiten acercarnos mas a estos interrogantes.
En este sentido podemos definir dos tipos de marca-
dores bioldgicos como'":

* Marcadores bioldgicos de tipo “pronostica-
dor”. Proveen informacion probable de la
evolucion de la enfermedad en ausencia de
tratamiento. Proveen también informacion de
la probable evolucion independientemente del
tratamiento recibido.

Estos factores ayudaran para:

* informar al paciente de sus posibilidades evo-
lutivas.

* pautar las frecuencias de los controles.

* identificar aquellos pacientes apropiados para
ensayos clinicos intervencionistas tempranos.

» Marcadores biologicos de tipo “predictor”.
Proveen informacion sobre el probable beneficio de
un tratamiento especifico.

Pautan tratamientos: FC/FCR/BR/CIlb/Ibrutinib/Ve-
netoclax/Idelalisib.

El efecto terapéutico sera diferente si el marcador es
positivo a si el marcador es negativo.

Los marcadores biologicos “predictores” son funda-
mentalmente los que estan relacionados con el perfil
mutacional de la IgVH y las alteraciones citogenéti-
cas y biomoleculares.

La heterogeneidad genética de la LLC es una clara
llave a la variabilidad clinica pero no es suficiente
para explicarla en su totalidad.

Perfil mutacional de las IgVH.

El 50% de los pacientes presentan en las células leu-
cémicas hipermutaciones somaticas en el rearreglo
de las regiones variables de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas (IgVH) (Schroeder and Di-

ghiero)®. El analisis de las inmunoglobulinas pro-
vee elementos para entender el origen y el compor-
tamiento de las células B malignas de la LLC. Las
células naive LLC CD 5+ con IgVH no mutadas son
aquéllas que no han sufrido exposicion antigénica
en el centro germinal. En ¢l se produce el cambio de
Ig y la hipermutacion somatica generando un linfo-
cito maduro CLL CD5 mutado que contemplara las
caracteristicas de linfocito CD 5+ memoria con una
enfermedad fundamentalmente indolente de curso
cronico lentamente evolutivo. Por el contrario, los
genes IgVH no mutados estdn asociados con una
LLC de evolucion mas agresiva y progresora. Los
estudios proveen evidencias que la LLC no mutada
deriva de linfocitos B CD5(+) naive no mutados y
la LLC mutada deriva de linfocitos B CD5(+) post
foliculares®4>9,

La definicién de mutado y no mutado esta basado
en un nivel definido arbitrariamente con un punto
de corte del 98% de identidad con el gen de la linea
germinal.

El paso previo y posterior a la exposicion antigénica
en el centro germinal del ganglio linfatico y/o bazo
esta confirmado por GEP analisis.

El perfil mutacional de las IGVH muestra un perfil
mutado en el 60% al momento del diagnostico y un
40 % frente a la progresion de la enfermedad.

Este porcentaje se encuentra invertido en las LLC
en etapas de recaida-refractaria mostrando aproxi-
madamente un 80 % de perfil de IgVH no mutado.
El estado mutacional de las inmunoglobulinas es un
marcador prondstico independiente de la sobrevida
libre de enfermedad y de la sobrevida global luego
del tratamiento con FC(R). La mejor opcidn tera-
péutica para la LLC mutada va a ser la inmunoqui-
mioterapia de tipo FC(R)®.

IGHV mutations in CLL

IGHV status is independent prognostic marker of PFS or OS after FC(R)
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Distintos factores influyen en la sefalizacion de la
IgM en la LLC, como la estimulacién antigénica
cronica, el microambiente de las células T (IL4), el
dafio genético, la epigenética, entre otros®.

Los trabajos de D’Avola y col. han demostrado que

el nivel de expresion de la IgM y su nivel alto de
sefalizacion es un predictor de progresion indepen-
diente, de la misma forma que la delecion 17p o mu-
tacion p53/notch 119,
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Resumiendo estos conceptos podemos decir que:

* el analisis del receptor de linfocito BCR es clave
para entender la patogénesis de la LLC y para enten-
der la evolucién clinica de la misma: mutado vs no
mutado, [gM de sefalizacion vs de no sefializacion.
* La capacidad de senalizacion de la figura anérgica
del BCR es variable en la LLC y resulta de la in-
fluencia de la estimulacion antigénica cronica, ge-
nética y epigenética.L.a consecuencia de una senali-
zacion positiva es mas la presentacion agresiva de la
enfermedad mientras que la mayor anergia se asocia
con una enfermedad mas indolente.

* La calidad de respuesta a los inhibidores de kina-
sas, es inferior en la LLC mutada y la terapia con-
vencional FCR es suficiente para obtener respuestas
prolongadas. Esto sugiere que el analisis del perfil
mutacional de la I[gVH BCR puede ser util para se-
leccionar el tratamiento en la LLC. En estos casos
para algunos autores, las evidencias serian suficien-
tes para recomendar la realizacion de FISH y de las
IgVH en la practica clinica no s6lo al inicio de la te-
rapéutica sino ya al comienzo de la enfermedad pues
serian biomarcadores “predictores” de la respuesta
terapéutica de la enfermedad?.

Alteraciones citogenéticas.

Si bien ninguna alteracion citogenética es propia de
la enfermedad, la deteccion de las mismas juega un
papel pronostico preponderante. En etapas tempra-
nas del clon leucémico las alteraciones citogenéticas
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son raras, pero ¢éstas aparecen en el transcurso de la
enfermedad y prevalecen en aquellos pacientes de
alto riesgo como en los refractarios al tratamiento
convencional. Con técnica de hibridacion en situ
(FISH) con sondas locus especificos, éstas alcanzan
a mas del 80% de los casos.

Las alteraciones mas frecuentes son:

1) La delecion del cromosoma 13 (13q14) que se
ve en el 54% de los casos relacionada con un
mejor prondstico. En estudios recientes se pro-
pone la existencia de dos microRNA (mirRNA)
(mir-15a y mir-16-1) localizados en 13q14 que
estarian involucrados en dicha delecion.

2) La delecion del cromosoma 11q (11g23) en el
19% de los casos

3) La trisomia del cromosoma 12 en el 15%

4) La delecion del cromosoma 17 (17p) en el 7%
de los pacientes al comienzo, son las vinculadas
con pronostico mas desfavorable!'?.

En la banda /7pi3 se encuentra codificado el gen
supresor tumoral TP53. La mutacion de este gen
muestra marcada resistencia a la quimioterapia, sin
mejoria con la adicion de antiCD20. Se asocian con
un pronodstico pobre y son considerados los de muy
alto riesgo evolutivo.

Estas alteraciones pueden expresarse mayoritaria-
mente bajo ambas formas de delecion 17p y muta-
cion p53, pero pueden evidenciarse solo por separa-
do como lo muestra la tabla adjunta.
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Tabla 3. Factores pronostico por FISH:((NCCN), 2015)

Citogenética en interfase (FISH)

Desfavorable Neutral
Del(11q) Normal
Del(17p) +12

Favorable

Del(13q) como unica alteracion

Se deben presentar dichas aberrancias citogenéticas en mas del 10% de las células para tener impacto

clinico significativo.
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En estadios tempranos aproximadamente el 5% pre-
senta alteraciones de la p53.

En etapas de enfermedad con requerimiento de tra-
tamiento aumenta a un 9-10%.

En etapa de recaida refractaria estan presentes en
casi un 45% (en Ritcher un 65%).

En estos casos el porcentaje de mutacion p53 aisla-
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da sin delecion 17p asciende a casi el 30%/>/¥

La respuesta a los inhibidores de kinasas (ibrutinib,
idelalisib, venetoclax) es ampliamente mayor en la
LLC en recaida refractaria que a la inumoquimiote-
rapia (FCR-BR) en términos de grado de respuesta 'y
progresion libre de enfermedad como se aprecia en
la siguiente tabla!®-23,
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Chemoimmunotherapy (CIT) vs novel agents in TP53 disrupted CLL
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Por consiguiente existen recomendaciones de reali-
zar la TP53:Del 17p en la practica clinica siempre
antes del tratamiento de acuerdo a las pautas de IW-
CLLy ERIC.

No obstante las pautas de la BCSH, NCCN 'Y ESMO
proponen realizar la citogenética por FISH (dell17p)
mas la mutacion contemplando dicho porcentaje de
pacientes que no comparten ambas alteraciones y
que correran el mismo patron evolutivo.

El método de deteccion de la mutacion varia de

acuerdo al método empleado:

La secuenciacion Sanger es sensible si la clona esta
presente en casi mas del 80%. Es apenas detectable
si es del 20 % aproximadamente y no detecta % ba-
jos de participacion.

La secuenciacion de proxima generacion (NGS) tie-
ne una sensibilidad muchisimo mayor y detecta el
0.1% de subclonas. Estas podran seleccionarse y ex-
pandirse en la evolucion luego de la quimioterapia y
durante la progresion. Figuras adjuntas.

Clonal architecture of TP53 mutated CLL

Sensitivity of molecular techniques for TP23 genotyping

Scenario 2 Scenario 3

Scenario 1

TP53 mutation TP53 mutation TP53 mutation
representation representation representation
80% 20% 1%

Detectable by Barely detectable by Not detectable by
Sanger sequencing Sanger sequencing Sanger sequencing

Clones

Techni:
ek i Detectable

Sanger

FISH 10-20%

Deep NGS 0.1%

Harmonization of TP53 mutation analysis. ERIC (European research initiatives in CLL)
http://www.ericll.org/pages/networks/tp53network/ericmanualfortpS3mutationalanalysis/!
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Factores prondsticos en relacion al paciente y a
la enfermedad

Estos factores prondsticos identifican pacientes “no
aptos” para la toma de decisiones terapéuticas funda-
mentalmente con respecto al patron oro de tipo FCR.
Estan considerados en los distintos grupos o pro-
tocolos terapéuticos (MDACC. CLL 8, CLLI10.
REACH)

Relacionados con la enfermedad:

Tiempo de recaida o progresion de la enferme-
dad(24,26).

Discontinuacién del tratamiento temprana en pa-
cientes mayores a 70 afios.

Relacionados al paciente:

Aumento de la toxicidad hematoldgica en pacientes
mayores a 65-70 afios

CIRS alto por encima de 6

Aumento de eventos adversos en pacientes con
CIRS elevado

Aumento de infecciones en pacientes mayores a 65
aflos

Aumento de eventos adversos en pacientes con CrCl
disminuido

En la practica clinica los principales factores que
determinan que un paciente no sea candidato al tra-
tamiento inmuno quimioterapico de primera linea al
momento actual son:

* Edad: mayores a 70 afios. Recordar que la me-
dia de pacientes de comienzo de la enfermedad
es de aproximadamente 71 afios.

* Un puntaje de comorbilidad de CIRS (Cumula-
tive Illness Rating Linn BS, et al. J] Am Geriatr
Soc. 1968; Hudon C, et al. J Clin Epidemiol.
2007 Scale) mayor a 6.

- Menos de 6 y depuracion de creatinina (Cr-
CL)>=70ml/min: “apto o apropiado - GO”;
-> 6y CrCL <70 mL/min: “no apto o inapro-

piado - SLOW GO”;

- Comorbilidades severas y corta expectativa de
vida : “Frail o fragil- No Go”- manejo palia-
tivo.

* Un estado funcional de la Escala ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group) mayor a 1¢7,

* Una depuracion de creatinina < a 70 ml/min

Factores prondésticos que se asocian con la evolu-
cion de la enfermedad:

m Paciente: Edad

m Enfermedad: Estadio Binet / Rai. Tiempo de du-
plicacion linfocitaria

m Expresion Antigénica: CD38. Zap70, CD49d®?®.
m Serologia: B2microglobulina, TK, LDH, sCD23®,

m Genética molecular: otras mutaciones no p53
como NOTCHI1, SFRB1

Puntaje Prondstico para LLC. IPI-CLL

Como era de esperar luego del advenimiento del
conocimiento de los factores bioldgicos predictores
incorporados y del conjunto de factores pronostica-
dores se intentd generar un puntaje pronostico que
contemplara parte de estos marcadores bioldgicos y
clinicos y que categorizaran a los pacientes en gru-
pos de riesgo.

La multiplicidad de los mismos, la informacion li-
mitada en su valor pronoéstico independiente y la in-
terpretacion discordante, han sido las barreras en el
uso de la préctica clinica diaria.

El grupo de estudio y tratamiento Aleman de LLC
realiz6 un analisis de 23 marcadores pronosticos en
LLC basados en resultados prospectivos de 1948
pacientes portadores de LLC®?,

Un estudio multivariable de regresion Cox identificd
8 variables independientes predictoras de sobrevida
global (OS): sexo, edad, ECOG, del (17p), del(11q),
mutacion IGHV, beta2 microglobulina, timidina ki-
nasa sérica.

Independent factor (QSELR;I 1) P slj:isrke
ﬁzt;?ggczlc‘rfggg% Del (17p) 6.0 (4.2 - 8.6) <.001 6
sTK >10.0 U/L 2.1(1.5-2.9) <.001 2
s-B,m >3.5 mg/L 2.3 (1.4-3.6) .001 2
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s-B,m >1.7 and <3.5 mg/L 1.7 (1.1-2.7) 01 1
IGHV MS Unmutated 1.9 (1.5-2.5) <.001 1
ECOG PS >0 7(1.3-2.1) <.001 1
CEeel EEeeliy Del (11g) 1.4 (1.03-2.0) 03 1
hierarchical model'”

Sex Male 1.3 (1.01-1.6) 026 1
Age >60 y 1.3 (1.04-1.7) 045 1

Resultados de la regresion Cox final y scores de riesgo de factores independientes basados en 1223 pacientes.

(Hallek et al, 2014)

A partir de éstas se cre6 un indice prondstico don-
de derivan 4 categorias de riesgo con una sobrevida
global a 5 afios que varia desde 18,7% a 95,2%.
Dicho indice se valido externamente en la Clinica
Mayo con 676 pacientes.

Dado el amplio rango en el “hazard ratio” (HR) en
los factores independientes, un puntaje de riesgo se
asigno a cada factor independiente®?,

La asignacion de puntaje de riesgo se basé en la va-
lor de HR correspondiente a cada factor, (HR de 1.1
a 1.9, se asigno 1 punto en el puntaje de riesgo y asi

sucesivamente).

Se defini6 finalmente que el riesgo total es la suma
de los 8 puntajes de riesgo, que corresponde a un
rango de 0 a 14.

A partir de esto se definen 4 categorias de riesgo con
diferentes sobrevidas globales (OS):

* Bajo (puntaje 0 a 2)

* Intermedio (puntaje 3 a 5)

* Alto (puntaje 6 a 10)

* Muy alto (puntaje 11 a 14).

Risk group GCLLSG e °L "(’f;:)ie"ts' 5-y°/§)S, G'VO/?S’ HR* (95% CI')
Low 0-2 300 (24.5) 96.2 94.8

Intermediate 3-5 460 (37.6) 86.9 80.4 4.8 (2.9-8.0)
High 6-10 410 (33.5) 67.6 55.6 12.5 (7.7-20.5)
Very high 11-14 53 (4.3) 18.7 15.0 57.7 (33.0-101.2)
Risk group Mayo Clinic

Low 0-2 226 (33.6) 95.2 92.1

Intermediate 3-5 336 (49.9) 91.4 86.7 1.9 (1.03-3.5)
High 6-10 95 (14.1) 71.7 69.1 5.5 (2.9-10.7)
Very high 11-14 16 (2.4) 13.6 13.6 28.9 (12.3-68.3)

Mediante la aplicacién del Indice Prondstico, se in-
corporan nuevos factores prondsticos que no se to-
man en cuenta en la estadificacion de Rai y Binet y
que incluyen a los factores prondsticos independien-
tes mas importantes como son IgVH y del(17p).
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Este indice tiene aplicacion en identificar pacientes
cuya sobrevida amerite un tratamiento alternativo o
mas agresivo. También permite identificar pacien-
tes en estadios precoces de muy alto riesgo para
estudios clinicos que evaltien los beneficios de un
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tratamiento precoz y/o un tratamiento ajustado al
riesgo.

Dado que la timidina kinasa (TK) no se encuentra
disponible en muchos paises, el grupo Italiano de
Molica y col. publicaron los resultados que confir-
man la utilidad del Indice Prondstico desarrollado
por el Grupo Aleman de LLC sin la utilizacion de

la timidina kinasa en predecir el tiempo para iniciar
tratamiento. Ademds confirman la utilidad de este
indice pronostico en pacientes con LLC en estadios
tempranos de la enfermedad®?. Indices similares
realizados como el del grupo de MDACC reagru-
pando parte de estos factores prondsticos arrojan
resultados estadisticos similares®?.

Comprehensive approaches incorporating clinical, serum, genetic,
and molecular markers into a single risk score: CLL-IPI

Coeff. HR

Variable Adverse factor

IGHV status

B2M, mg/L
Clinical stage Binet B/C or Rai |-l

Unmutated

>35

> 65 years

Overall survival

Very high

T T T T T T
0 12 M 33 4 W 7 M H 1E 10 14 144 106

Time ta Event [O8] (menths)

Kutsch N BJ, J Clin Oncol 2015;33(suppl). Abstract 7002; Wierda W, J Clin Oncol 2011;29:4088-4095; PflugN, Blood 2014;124:49-62
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La busqueda de la mutacion P53 por métodos al-
tamente sensibles como la NGS se mantiene para
campo de la investigacion.

De la misma forma otras mutaciones estan en la
orbita de la investigacion (mutaciones de BTK o
PLCG2). Por ultimo la deteccion de la enfermedad
minima residual (EMR) y la duracion de la misma
parece tener impacto en el tiempo libre de progre-
sion de la enfermedad o del tiempo de requerimien-
to de un proximo tratamiento como lo muestran los
trabajos en las graficas de la pagina siguiente®*3.
El Grupo Uruguayo de LLC viene trabajando en
otros factores pronosticos en la leucemia linfoide
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cronica como la enzima AID y la lipo protein lipasa
(LPL).

La enzima AID es la responsable de la hipermuta-
cioén somatica y el cambio de clase en el linfocito
B luego de la activacion en los o6rganos linfoides
secundarios (centros activadores inmunoldgicos o
centros germinales). Arakawa et al®¢37,

La sobreexpresion de AID ha sido propuesta en ju-
gar un rol oncogénico en los linfomas®®y en estar
involucrada en la progresion del linfoma del manto
y de la leucemia linfoide cronica®-h.

Opezzo, Vasconcellos y col. en conjunto con el Gru-
po Francés de LLC han demostrado que la LPL se
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asocia al perfil de las [gVH no mutadas y a la evolu-
cion clinica agresiva®*. Los estudios clinicos que
viene realizando el Grupo Bioldgico Clinico para el
Estudio y Tratamiento de la LLC en Uruguay, ava-

lan o acompaiian el valor prondstico de la LPL si
bien la IgVH aparece como de un valor pronostico
mas fuerte. Estos estudios refuerzan también el va-
lor pronostico de la AID. (no publicado)

Depth of response as a dynamic prognosticbiomarker
1.0 1 10 I } =NS
< 104(negative)
(n =90) o8- p=0.05
> 0.8 - 3
| 0.61 8 o6
o ﬂ:_ p<0.001
[} 2
& o4 -
» - -3 04
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g: = g —IMRD3- n events
0.2 21°4t_°3<41°' 02{ RO+ 30 1
(n=34) ~IMRD3-lend- 37 o
«~IVMRD3+/end- 33 1
0.0 T T T T ] T oo =TIMROS«Ands 55 9
0 12 24 36 48 60 72 ©o 1 2 % 4 0 e
PFS (months)
Time (months)
Perspectives
* MRD as a predictive market for early stoping treatment
Bottcher S, etal. J Clin Oncol 2012; 30:980-988
Strati P, et al. Blood 2014; 123:3727-32
Conclusiones.

Dada la heterogeneidad de formas de presentacion
evolutivas de la LLC, se ha hecho imprescindible
contar con los marcadores biologicos “prondsticos”
de evolucion de enfermedad y “predictivos” de res-
puesta terapéutica. Estos ultimos tendran impacto en
la decision de tipo de tratamiento ante la incorpora-
cion de las nuevas drogas con respecto al tratamien-
to estandar. El avance en el conocimiento bioldgico
del linfocito B involucrado en los dos contingentes
celulares identificados; el mayor conocimiento del
BCR, las alteraciones genéticas y moleculares que
conllevan a la activacion de los pasos de sefaliza-
cion, y las opciones terapéuticas con los nuevos
agentes moleculares, hacen que se discuta actual-
mente cual es la mejor oportunidad para realizarlos.
Lamayoria de los autores concuerdan que en la prac-
tica clinica, el analisis de los marcadores “predicti-
vos-como la TP53 (17p delecion y mutacion P53)
debe realizarse antes de comenzar el tratamiento de
acuerdo a los criterios vigentes del IWCLL.

Muchos grupos de estudio de LLC (BCSH. ERIC,
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NCCN, y ESMO) recomiendan ademas de la bus-
queda de las alteraciones citogenéticas convencio-
nal y por FISH, el estudio de la mutacion P53 dado
el porcentaje de hallazgos positivos aislados, que
crece ante la progresion y recaida de la enfermedad.
El perfil mutacional de las IgVH esta recomendado
como “deseable” también antes de la decision tera-
péutica pero con menos fuerza de recomendacion si
se dispone del analisis de la TP53.

Por otra parte todos los marcadores biologicos “pro-
nosticos” de estadio y de actividad de la enfermedad
son recomendados realizarlos en la evaluacion al
comienzo de la enfermedad.

El puntaje IPI en la LLC que incorpora marcadores
clinicos, seroldgicos, genéticos y moleculares vuel-
ca 4 categorias de riesgo de la enfermedad con dife-
rencias significativas de sobrevida que nos obligan
a proponer la estrategia terapéutica en cuanto opor-
tunidad y tipo. La armonizacion del estudio de NGS
para la deteccion de alta sensibilidad de la mutacion
P53; el estudio y monitoreo de nuevas mutaciones,
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la determinacion de EMR para guiar el tratamiento,
asi como las evaluaciones biologicas al diagndstico
para intervenciones terapéuticas tempranas, se man-
tienen dentro del campo de la investigacion.

Declaracion de conflictos de interés:
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