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EXPRESSIO DE VEGF COM A FACTOR PRONOSTIC INDEPENDENT DE RECAIGUDA EN LA MALALTIA DE HODGKIN

RESUM

El paper del fenomen angiogénic en els diferents tumors solids ha estat I'objectiu
de nombrosos estudis en els darrers anys. La importancia d’aquest procés en les
neoplasies d’origen hematologic encara és bastant desconeguda.

En aquest treball hem estudiat I'expressié immunohistoquimica del factor de
creixement de I'endoteli vascular (VEGF) en els “tissue microarrays” (TMA) de
252 pacients diagnosticats de limfoma de Hodgkin tractats de forma homogénia
(poliquimioterapia esquema ADVD amb o sense radioterapia) entre els anys 1978
i 2003. Els resultats s’han correlacionat amb I'evolucié dels pacients i s’ha avaluat
la seva importancia en la supervivéncia lliure de malaltia i supervivencia global de

la série.
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INTRODUCCIO

I. Conceptes de vasculogénesi i angiogénesi

El desenvolupament del sistema vascular es produeix per dos mecanismes,
vasculogénesi i angiogénesi. Definim la vasculogénesi com la formacié de novo
de vasos per diferenciaci6 i acoblament de precursors mesodérmics
indiferenciats. Aquests precursors s'uneixen, s'alineen formant cordons que
desenvolupen una cavitat interna i donen lloc a capil-lars primitius. D'altra banda
I'angiogénesi consisteix en un procés cel-lular molt ben regulat, pel qual vasos ja
establerts produeixen ramificacions i envaeixen teixits en resposta a estimuls
normals o patologics’ .

La correcta regulacio del procés angiogénic és fonamental en diferents processos
fisiologics com puguin ésser el desenvolupament placentari, la proliferacié
endometrial en el cicle menstrual, la cicatritzacio de les ferides, etc....

En canvi, quan hi ha una defectuosa regulaci6 d’aquest procés, s’esdevenen
situacions patologiques com per exemple la retinopatia diabética, la psoriasi, el
creixement tumoral, la invasié tumoral, la disseminacié metastasica i el creixement

d’aquests diposits metastasics’.
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Il. Record historic

A I'any 1939 Ide i cols. van postular per primera vegada I'existéncia d’algun tipus
de factor estimulant del creixement dels vasos sanguinis tumorals que afavoriria el
creixement de les neoplasies. Pocs anys després, Algire et al. proposaren que
laugment de densitat vascular a nivell local és un fenomen previ a un rapid
creixement tumoral. Els experiments duts a terme als anys 60 per Greenblat i
Shubik aixi com per Ehrmenn i Knoth aportaren evidéncia que I'angiogénesi
tumoral estava mediada per factors difusibles produits a nivell tumoral®.

Va ser a 'any 1971 quan el Dr.Judah Folkman va plantejar la hipotesi que el
bloqueig angiogénic pot ésser una estrategia eficag en el tractament del cancer.
En base a aquesta hipotesi, Folkman i els seus col.laboradors iniciaren la recerca
d’un “factor angiogénic tumoral” en diferents tumors animals i humans®.

A principis dels anys 70 Gullino també suggeri que el bloqueig angiogénic podria
ser una estratégia util en la prevencié del cancer. Consequentment, els efectes
angiogénics d’'una gran varietat de factors es van descriure: TGF-a, TGF-3, TNF-
a, EGF i angiogenina.

Gran part de I'atencio es dirigia cap a dos potents mitdgens i factors angiogénics
de la cel.lula endotelial ampliament distribuits: els factors de creixement de
fibroblasts acidics i basics (aFGF i bFGF). La purificacio, classificacio i clonatge
del cDNA dels FGFs es va publicar en el 1980.

Un descobriment interessant va ser que els gens tant per a aFGF com per a bFGF
no codifiquen un péptid de senyal de secrecié convencional. Com els estudis
anteriors suggerien, I'angiogenesi tumoral era mediada per mol.lecules difusibles.

A més, uns quants estudis indicaven que la immunoneutralitzacié de FGF tenia
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poc o cap efecte sobre I' angiogenesi tumoral, suggerint que els reguladors clau
d'angiogénesi encara havien d’ésser identificats.

El 1983, Senger et al.” comunicava la purificacié parcial en un medi condicionat
d'una linia cel-lular de tumors de porc de Guinea del 'factor de permeabilitat
vascular' (VPF). Tanmateix, degut a que el VPF no s'aillava i no es posava en
sequeéncia, aquest factor romangué desconegut en aquella época.

El 1989, es comunicava l'aillament del factor de creixement de I'endoteli vascular
(VEGF), un mitogen endotelial cel-lular. La sequéncia d'aminoacids terminals de
VEGF no lligava amb cap proteina coneguda. Subsequentment, Connolly et al.’,
investigant el treball fet per Senger i col-laboradors, comunicava l'aillament i
classificacio de VPF. El clonatge de cDNA de VEGF i de VPF pel de Connolly,
mostrava que el VEGF i VPF eren la mateixa molécula. Aixd era sorprenent,
comptant que uns altres mitdgens de la cel-lula endotelial com FGF no augmenten

la permeabilitat vascular'?.
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lll. Angiogénesi

llla. Reguladors

La formacio i el creixement dels vasos és un fenomen estrictament regulat. Quan
s'ha completat el creixement vascular, l'angiogénesi es converteix en un procés
patoldgic que acompanya a l'aparicio de malalties neoplasiques i no neoplasiques.
L’establiment de fendmens d'angiogénesi comporta una alteracié en l'equilibri
entre molécules proangiogeniques i antiangiogéniques. Aquestes molécules
poden intervenir en multiples passos en el procés de l'angiogénesi, i també poden
condicionar la funcié de les diverses estirps cel-lulars no involucrades en aquest
fenomen’.

Un factor angiogénic é€s un factor que selectivament altera les caracteristiques de
les cél-lules endotelials i estructures perivasculars associades (pericits, cél-lules
musculars llises de les parets vasculars, etc.), perd no afecta la funcié d'altres
tipus cel-lulars. De tots els factors descrits estimulants de I'angiogénesi, el
principal es 'anomenat VEGF. Aquest factor es troba descrit en aquest treball de
forma més amplia en el seglent capitol. Els principals factors amb activitat
proangiogenica i antiangiogénica descrits, es troben representats a les seguents

taules™ "
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Taula 1. Principals factors angiogénics i les seves funcions.

ACTIVADORS FUNCIO
VEGF Estimula la proliferacid i migracié de ceél.lules endotelials
augmentant la permeabilitat vascular i 'adhesio leucocitaria
VEGFR, NRP-1 Integracié de senyals angiogéniques i de supervivéncia

cel.lular

Angiopoietina-1, Tie-2

Estabilitzacié de vasos i inhibicié de la permeabilitat

PDGF-BB i receptors

Recluten cél.lules musculars llises

TGFB1, endoglina,

receptors deTGF(

Estimulen la producci6 de matriu extracel.lular

MCP-1, IL8, altres citoquines,

FGF, HGF

Estimulen la proliferacio i migracié de cel.lules endotelials

Integrines

Receptor de proteines de matriu extracel.lular i proteases

VE-Cadherina, CD31

Proteines d’unions intercel.lulars

Efrines

Regulen la diferenciacio arterio-venosa

UPA, tPA, MMPS

Remodelacié de la matriu, alliberacié i activacié de factors

de creixement

PAI-1

Estabilitzacié de neovasos

NOS, COX-2, PGE2, PGI2

Vasodil.latacid, inducci6 de factors de creixement i

proliferacié endotelial
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Taula 2. Principals factors anti-angiogénics i les seves funcions.

INHIBIDORS

FUNCIO

SVEGFR, sNRP-1

Segrest de VEGF i PIGF

Angiopoietina-2

Antagonista de I'angiopoietina-1

TSP-1, 2

Inhibeix la proliferacié i migracié endotelial; indueix I'apoptosi

d’aquestes ceél.lules

Angiostatina, endostatina [

vasostatina

Inhibeixen la proliferacid, supervivéncia i migracié endotelial.

Tumstatina

Inhibeix la sintesi proteica a I'endoteli.

Fragment d’antitrombina 11|

Inhibeix la proliferacié endotelial

Prolactina 16 Kda

Inhibeix VEGF/bFGF

PEDF

Indueix I'apoptosi endotelial

Fragment de SPARC

Inhibeix I'activitat de VEGF

Fragment d’osteopontina

Interfereix la senyalitzacié via integrines

VEGI

Inhibeix el creixement endotelial

TIMPS, inhibidors de MMPs

Inhibeixen la remodelacié de la matriu extracel.lular i la

migracié endotelial

15-d-PGJ2, PPARYy, TxA2

Indueixen apoptosi, inhibeixen proliferacié i migracié de
I'endoteli, inhibeixen I'expressié de uPA, VEGFR i incrementen

la de PAI-1

PF-4, IP-10, IL-4, IL-12, IL-18,

IFN

Inhibeixen la migracié endotelial i I'expressié de bFGF.

Treball de recerca 2010
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En l'actualitat, es considera que el procés d'angiogenesi tumoral es desencadena
com a resultat d'un desequilibri en el balang, entre d’altres, de les molécules
abans esmentades com a estimuladores i inhibidores (concepte de "switch”
angiogénic)®. Quan aquesta proporcié és baixa, l'angiogénesi tumoral esta
bloquejada o disminuida; al contrari, quan aquesta proporcio és alta, l'interruptor
angiogénic s'encén. Resulta molt important la troballa de Dameron et al de qué la
pérdua de la funcié d'un tipus del gen supressor p53 resulta en una perdua de

l'expressié de TSP'®™

. Aquesta troballa no solament estableix una possible
associacio entre les bases genétiques del cancer i I'angiogénesi tumoral. A més
obre un nou camp d'investigacié sobre els inhibidors endogens de 'angiogenesi.
En l'actualitat esta ampliament reconegut que els oncogens, com les mutacions
ras o src, poden contribuir també a l'angiogénesi mitjangant I'estimulacio de la
produccido de molécules proangiogeniques com el VEGF. Aquests efectes han
estat progressivament descoberts en el camp dels oncogens i els gens supressors

tumorals, mitjangant I'is de cultius de cel-lules tumorals pures per estudiar les

alteracions funcionals de la genética, que indueixen el desenvolupament tumoral.

llib. Familia VEGF

El factor estimulant del creixement de I'endoteli vascular (VEGF) juga un paper
essencial en la vasculogenesi durant 'embriogénesi, I'angiogenesi fisiologica i la
neovascularitzacié tumoral. La familia de VEGF inclou el VEGF-A, el factor de
creixement de placentes (PIGF), VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D. El principal
membre d’aquesta familia és el VEGF-A (de fet, quan es parla genéricament de

VEGF en realitat palem de VEGF-A). VEGF-A és un homodimer de 40-45 kDa
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alliberat per una gran varietat de tipus cel.lulars tant benignes com malignes. En
funcioé de I'existéncia de diferents tipus de mRNA, es produeixen cinc monomers
de VEGF diferents de llargades d'aminoacid variables (denminades per numeros
de subindex): VEGF121, VEGF145, VEGF 165, VEGF 189, i VEGF206'2,

La transcripci6 de VEGF mRNA és provocada per la hipdxia i per una gran
varietat de senyals de creixement i citoquines. Les cel-lules endotelials
estimulades per VEGF migren i proliferen, augmenten la permeabilitat vascular,
elaboren MMPs, es divideixen i recluten elements de suport com pericits. La
vasculogenesi induida per VEGF també ocorre indirectament. Seguint I exposicio
de la cél-lula endotelial al VEGF, es regula I'expressié de L-, M-, i B-2 integrines.
Aix0 facilita I'adheréncia i migracio de monocits a la cél-lula endotelial. Aquests
monocits podrien aixi contribuir a I'angiogenesi mitjangant la secrecié de factors
de creixement i citoquines.

L'activitat de VEGF-A, es troba mediada per la interacci6 amb receptors tirosin-
kinases d'alta afinitat (RTKs) expressats en la majoria dels cél-lules endotelials.
S'han identificat tres tipus principals de VEGF RTKs'®: Receptor de VEGF 1
(VEGFR-1) (FlIt-1), VEGFR-2 (KDR), i VEGFR-3 (Flt-4). Aquests receptors
tradueixen senyals que afectaran la proliferacié endotelial normal, la diferenciacio,

migracio, i el metabolisme cel.lulars (Fig.1)
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Figura 1. Receptors de la familia VEGF.

VEGFR-1

(fit-1) (KDR/

Vasculogénesi i angiogénesi

- VEGFR-1, o Fms-like tyrosine kinase-1 (FIt-1): és un membre de tipus Ill de la
familia de receptors tirosin quinasa. Encara que s'expressa principalment en la
cél-lula endotelial, VEGFR-1 és també present en fibres musculars llises i
monocits. L’activaciéo d’aquest receptor per VEGF estimula la migracio cel.lular i
contribueix indirectament a la migracio dels nous brots a través de la matriu
extracel.lular realgant la producci6 de MMPs associades a les fibres musculars
lises endotelials. La uni6 amb VEGFR-1 també aconsegueix el reclutament de
monaocits i I'expressio de factors tissulars tant per part dels mondcits com per les

ceél.lules endotelials.
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- VEGFR-2, o fetal kinase-1 (Flk-1): és essencial per a vasculogénesi
embrionaria i hematopoiesi definitiva. Els ratolins deficients en VEGFR-2 moren
intra-uter a causa d’un deficient desenvolupament vascular i hematopoietic. Fora
de I'época embrionaria, aquest receptor s'expressa exclusivament en cél-lula
endotelial i cél-lules indiferenciades hematopoiéetiques primitives, jugant un paper
en la proliferacio, diferenciacid, i vasculogénesi de la de cel-lula endotelial. En
tumors malignes, el VEGF que es lliga a VEGFR-2 provoca el procés de
neovascularitzaciéo que condueix al creixement i metastasi dels tumors.

La unié amb VEGFR-2 promou la supervivencia cél-lular inhibint I'apoptosi a
través d'un fosfatidilinositol 3'-kinasa/Akt. La inactivacio de tetranitrat de
pentaeritritol (PTEN) i I'estimulacié del fosfatidilinositol 3' -kinasa/Akt proporciona
un mecanisme per connectar la unio amb VEGFR-2 i l'activacié d'integrines. La
incubacio de cel-lules endotelials amb VEGF ocasiona una estimulacié en la
produccio d'integrines i condueix a una major adhesié cel-lular, migracio, i unio

amb lligands solubles.

- VEGFR-3, (Flt-4): és el membre més recentment descrit de la familia de
VEGFR. Aquest receptor es restringeix predominantment a cel-lules endotelials
que estan prop dels canals limfatics. Aixi doncs, el seu paper seria
predominantment estimulador de la limfangiogénesi'.

Pel que fa als altres tipus de VEGF que s’han comentat abans, la seva uni6 als
diferents receptors es déna de la segiient forma'?'*1°:

- VEGF-B: té un paper important probablement en la vasculogénesi, pero pot

també exercir funcions tals com [l'activacié d'enzims invasius a les cél-lules

endotelials.
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- VEGF-C: s'associa frequentment amb I'angiogenesi limfatica. Tanmateix, més
recentment s'ha associat la seva expressido amb I'angiogénesi tumoral a diversos
nivells. S'uneix preferentment al receptor VEGFR-3. Existeixen fins i tot estudis

qgue relacionen la seva expressié amb metastasis limfatiques.

- VEGF-D: aquesta proteina pot lligar-se a receptors VEGFR-2 i VEGFR-3, i

sembla que pot induir angiogénesis in vivo.

- VEGF-E: molt poc se'n coneix en el moment actual, excepte que s'uneix al
receptor VEGFR-2 i que pot induir mitosi de cél-lules endotelials i, per tant, el

fenomen de I'angiogénesi.

llic. Procés angiogénic

L'inici del procés angiogénic es troba reflectit en una série de fets, que basicament
Sén16'171

1. Alliberament de proteases per les cél-lules endotelials activades.

2. Degradacié de la membrana basal vascular preexistent.

3. Migracio de cel-lules endotelials intratumorals.

4. Proliferacio de cél-lules endotelials.

5. Formacié d'una nova membrana basal i adheréncia dels pericits (estabilitzacio
del nou teixit vascular).

6. Fusio dels nous vasos formats.

7. Establiment del flux sanguini dels neovasos.

Treball de recerca 2010 15



EXPRESSIO DE VEGF COM A FACTOR PRONOSTIC INDEPENDENT DE RECAIGUDA EN LA MALALTIA DE HODGKIN

El procés metastasic és un fenomen que comparteix propietats fisiologiques i
moleculars amb l'angiogénesi, i necessita de la seva col-laboracio. Ambdds sén
processos invasors en els quals les cél-lules (endotelials en l'angiogénesi i
tumorals en la metastasi), travessen barreres bioldgiques (membrana basal,
matriu extracel-lular i estroma amb cél-lules i macromolécules) per assolir el seu
teixit diana'®. A semblanca de I'angiogénesi, la disseminacié metastasica també
constaria d'una série d'etapes:

1. Sortida de les cel-lules neoplasiques del tumor primari

2. Superacio de la membrana basal epitelial i de I'estroma

3. Penetracio en el sistema vascular i circulacio pel torrent sanguini.

4. Sortida del torrent sanguini travessant la membrana basal endotelial i I'estroma
perivascular.

5. Penetracio en el teixit diana.

6. Angiogenesi, proliferacio cel-lular i creixement tumoral.

Va. Limfomes, mieloma i leucémies
Encara que la importancia de I'angiogénesi en els tumors solids s'ha reconegut
ara ja fa una série d’anys, la seva importancia en neoplasies hematologiques és
menys clara. L'evidéncia suggereix que VEGF té un paper essencial en el
desenvolupament i progressio de diferents tumors hematologics com les
leucémies agudes, sindromes mieloproliferatius, la mielodisplasia, els limfomes
P : e 19,20
no-Hodgkin i el mieloma multiple <.

Aquestes neoplasies poden mostrar una resposta tropica a una gran varietat de

molécules autocrines i paracrines i els diferents marcadors d'angiogenesi podran
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tenir importancia pronostica en algunes d’elles. Aquest apartat explora l'evidéncia
experimental i clinica a favor de la importancia del fenomen angiogénic en

diferents tumors del sistema hematopoiétic?’.

- Leucémia mieloide aguda (LMA): Les bidpsies de medul-la 0ssia de pacients
amb leucémia mieloide aguda mostren un augment de la neovasculatura que és
reversible després de la curacid de la malaltia. En un estudi de 20 pacients amb
LMA, la densitat microvascular (MVD) era significativament més gran en mostres
de bidpsia de medul-la o0ssia de pacients no tractats que en aquells de controls
normals (p < 0.001). A més a més, els blasts d'aquests pacients expressaven
VEGF mRNA. Una analisi de blasts de 28 pacients amb LMA de novo i cinc
pacients amb LMA secundaria demostra transcripcions de VEGF en 20 i 3
pacients, respectivament. En pacients novament diagnosticats amb els diferents
tipus de LMA, hi ha una relacié directa entre el contingut cel-lular creixent de
VEGF i una supervivéncia més curta (p= 0.01). També s’ha observat que la
manca d'una relacio entre els nivells de VEGF i I'edat, citogenética, estat general
o un antecedent de desordre hematologic suggereix que aquesta mesura de

potencial d'angiogénic dels mieloblasts és un predictor independent de resultat®*

24

- Leucémia limfatica aguda (LLA): en una série on s’avaluava la medul-la 0ssia
de 40 nens diagnosticats de LLA, es mostrava que la densitat microvascular era
significativament més gran quan es comparava amb controls (p<0.0001). En
pacients adults amb LLA, el nombre mitja de vasos sanguinis a la medul-la 0ssia

era també significativament més alt que en medul-la normal (p = 0.005).
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Interessantment, bFGF, una altra molécula pro-angiogenica potent, perd no el
VEGF, es trobava elevat al serum d'aquests pacients. Tanmateix, al treball de
Bellamy et al. es demostra que algunes linies cel-lulars de pacients amb LLA

tenen sobre-expressio de VEGF aixi com també de VEGFR-122°,

- Leucémia limfatica cronica (LLC): les cél-lules B de la LLC produeixen VEGF
bioldgicament actiu, tant in vitro com in vivo. Encara que al treball de Aguayo et al.
no es va demostrar un augment en MVD en la medul-la dssia de pacients amb
LLC, els ganglis limfatics infiltrats per cél-lules de LLC mostraven un augment
significatiu en densitats vasculars. L'expressio de VEGFR-2 i nivells de sérum
augmentats de VEGF estan associats amb malaltia progressiva i supervivéncia

escurcada en pacients amb LLCZ,

- Leucémia mieloide cronica (LMC): la densitat microvascular de la medul-la
Ossia de pacients amb LMC esta aproximadament dues vegades per damunt dels
controls (p= 0.003). Aixd es relaciona amb la produccié de VEGF en aquests
pacients. Els nivells mitjans de VEGF en mostres de plasma d'aquests pacients
sén aproximadament tres vegades majors que aquells d'espécimens de control.

La importancia a nivell prondstic d'aquests descobriments roman indefinida.

- Limfomes no Hodgkin (LNH): VEGF s'ha relacionat amb el curs de pacients
amb aquests tipus de tumors. Per exemple, els nivells de VEGF so6n
significativament més baixos en pacients en remissié completa després d'un
seguiment mitja de 21 mesos, comparats amb aquells amb malaltia progressiva

(p= 0.016). A meés, la supervivencia lliure d'esdeveniment era significativament
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meés alta quan els pacients tenien nivells de VEGF que eren sota de la mediana
de 147 pg/ml (p= 0.018). Encara que l'expressio cel-lular de VEGF és comuna en

LNH, la coexpressié de receptors sembla limitada als de grau intermig o alt*>?*-*°.

- Mieloma Multiple: IL-6 és un factor de creixement de cél-lules plasmatiques. Els
nivells de plasma d'IL-6 es relacionen directament amb la carrega tumoral,
destruccio Ossia i unes altres mesures d'activitat en mieloma. Es considera que la
font del citoquines és tant autocrina com paracrina. Sense tenir en compte el lloc
d'origen, els nivells elevats d'IL-6 provoquen expressio de VEGF en la cél-lula
endotelial. Com a resultat, els nivells de VEGF s'eleven a la medul-la dssia de
pacients amb mieloma multiple i es relacionen amb I'etapa de la malaltia. VEGF
també pot servir com a factor de creixement a les ceél-lules plasmatiques malignes.
Aixd estableix un bucle de resposta que pot contribuir a la progressio de la
malaltia. Al laboratori, els anticossos anti- IL-6 reduien el nombre de cél-lules
plasmatiques en el cultiu cel-lular de medul-la 6ssia aixi com el nombre de
cél-lules endotelials.

Diferents estudis experimentals i clinics suggereixen que el creixement cel-lular de
mielomes és dependent de proliferacio de les cel-lules endotelials dins de la
medul-la dssia. Aixd es pot relacionar amb I'estimulacié paracrina d'IL-6 aixi com
d’altres citoquines com ara bFGF i MMPs. En pacients amb mieloma multiple, hi
ha una correlacié forta entre un augment de [I'angiogénesi, la densitat
microvascular i la supervivéncia. En I'experiéncia de la Clinica Mayo, pacients
amb < de 50 microvasos/camp sobreviuen 5.1 anys, mentre aquells amb més de
50 sobrevivien només 2.6 anys (p= 0.004). També, el grau d'angiogénesi avaluat

per examen visual semiquantitatiu de mostres de medullla Ossia, es
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correlacionava amb un alt marcatge de cél-lules plasmatiques, un altre indicador

de severitat de la malaltia®.

- Mielodisplasia: les sindromes mielodisplasiques (MDSs) sén desordres
preleucémics, especialment en pacients que presenten carrega de leucémia
perceptible o un cariotip advers. Entre els diferents subtipus de la FAB, la densitat
microvascular era significativament més alta en I'anémia refractaria amb excés de
blasts en transformacio en la leucémia mielomonocitica cronica, o en els distints
subtipus de fibrosi, comparats amb I'anemia refractaria amb excés de blasts,
I'anémia refractaria, o I'anémia refractaria amb sideroblasts en anell. Els nivells
plasmatics de VEGF s'eleven a les mielodisplasies en una mesura comparable a
aquells pacients amb leucémia mieloide aguda, perd menys que la comunicada en
leucemia limfatica cronica i leucémia mieloide cronica. VEGF és expressat per
elements mieloides immadurs, especialment precursors de leucémia monocitica

perd no elements eritrocitics o limfocitics?*%2.

- Mielofibrosi Idiopatica: I'angiogénesi s'augmenta a la medul-la ossia de
pacients amb mielofibrosi idiopatica. L’'augment de la neovascularitat de medul-la
Ossia va ser observat en un 70% de 114 pacients amb aquesta malaltia. El grau
de densitat microvascular era més alt que en pacients amb policitémia vera,
trombocitémia essencial, o casos controls. Aquest augment es relacionava amb la
mida de la melsa i era un factor de risc significatiu i independent per a la
supervivéncia global. La neoangiogénesi era independent del grau de fibrosi,
suggerint tot aixd que la neovascularitzacié és un component integrant d'aquesta

malaltia i pot oferir un objectiu per una intervencié terapéutica®.
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- Limfoma de Hodgkin: hi ha diversos estudis on s’ha realitzat una aproximacio
al possible paper que pot tenir 'angiogénesi en aquest tipus de tumor®’=>'’,
L'estudi de Doussis-Anagnostopoulou et al.®® examinava I'expressio
immunohistoquimica de VEGF utilitzant I'anticos monoclonal VG1 en una série de
61 casos de pacients amb malaltia de Hodgkin, tant incloent-hi les variants
deHodgkin classic com la variant de predomini de limfocits nodular, i relacionava
aquests resultats amb la densitat microvascular, utilitzant un anticds monoclonal
antiCD31. En 41 casos (un 70.6%) de la variant classica i un dels tres casos de
predomini de limfocits nodular, les cél.lules de Reed-Sternberg i les cél-lules
estromals expressaven VEGF. La tincié observada era citoplasmatica, o de tipus
difus o amb una distribucié paranuclear focal. Els macrofags eren sempre
positius, mentre que els limfocits reactius mostraven positivitat ocasional. També
es va veure una quantitat de tincié extracel-lular forta i variable, aixi com també
s'observava una tincid intravascular prominent. No hi havia cap relacié
estadisticament significativa entre I'expressioé de VEGF i el subtipus de la malaltia
o la microdensitat vascular.

Un altre assaig important és el de Korkolopoulou et al*®

. El proposit del seu estudi
era avaluar diverses caracteristiques morfométriques de microvasos en seccions
de ganglis linfatics de 286 pacients amb limfoma de Hodgkin i investigar la seva
relacio amb parametres clinico-patologics i pronostics. La microdensitat vascular
(MDV), l'area vascular total (AVT) i uns quants parametres microvasculars eren
quantificats després de la tincio amb anti-CD34 de la regi6 de vascularitzacio

mes intensa. En l'analisi univariable, la supervivéncia global especifica de malaltia

era afectada de forma negativa per MVD i AVT, mentre que la supervivéncia lliure
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de recaiguda estava associada amb la preséncia de més seccions de vasos.
L'analisi multivariant revelava que I'extensio angiogénica (MVD/TVA), l'edat i el
nombre de llocs afectes afectaven de forma independent la supervivéncia global.

1*'. En el

Un altre estudi a tenir en compte és dut a terme per Mainou-Fowler et a
seu treball, examina la densitat microvascular, I'expressié de VEGF i del factor de
creixement endotelial derivat de plaquetes (PdEGF) en biopsies de ganglis
limfatics de pacients amb limfoma de Hodgkin tant a la fase diagnostica com en
recaiguda. La MDV i el PAEGF augmentaven durant la progressio de la malaltia
en set d'entre 11 casos en el cas de MDV i en 5 de 11 per PAEGF.

Un estudi on es valora el paper d'un altre estimulant de I'angiogénesi diferent del
VEGF és el de Kadin et al*®. EI TFG-beta és un factor de creixement
multifuncional que promou el creixement de fibroblasts, la sintesi de col-lagen,
'angiogeénesi, i que estimula la migracio i activacié dels monocits, perd suprimeix
el creixement i diferenciacié de limfocits immunes i cél-lules “killer”. Aquest treball
inclou a 14 pacients amb limfoma de Hodgkin, incloent-hi: 8 esclerosi nodular, 4
cel.lularitat mixta, 1 predomini de limfocits, i 1 tipus deplecié limfoide. L'activitat
de TGF-beta es demostrava en sis casos d'esclerosi nodular perd no en els altres
tipus histologics. La tincio d’aquest factor es trobava al citoplasma de la cél.lula de
Reed-Sternberg (RS) en un cas i a la superficie de les cél-lules de RS i les seves
variants lacunars en cinc casos. L'activitat de TGF-beta associada amb la matriu
extracel-lular es localitzava principalment al voltant dels vasos sanguinis, zones de
necrosi, als marges de bandes d'esclerosi de col-lagen, i en arees sincitials de les
cel-lules de RS. En dos casos beta de TGF-beta estava associat amb histiocits
epitelials o granulomes. Els limfocits petits, els granulocits, i les cél-lules centrals

germinals eren arreactius. Aquests resultats suggereixen que beta de TGF-beta
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és un factor de creixement d'importancia bioldogica en LH i pot ser responsable de
molts dels trets histologics, com la esclerosi nodular i els granulomes, que poden

tenir importancia pronostica.

Vb. Malaltia de Hodgkin

Vb.1. Generalitats

El limfoma de Hodgkin és una malaltia on es produeix una proliferacio maligna
localitzada o disseminada de cél-lules del sistema limforeticular, principalment
implicant als ganglis limfatics, melsa, fetge, i medul-la ossia. Els simptomes
inclouen la preséncia de limfadenopaties indolores, a vegades amb febre
sudoracid de predomini nocturn, pérdua de pes, pruija, esplenomegalia, i
hepatomegalia. La diagnosi es basa en la biopsia del gangli limfatic. El tractament
és curatiu aproximadament en un 75% de casos i consta de quimioterapia amb o
sense radioterapia.

El limfoma de Hodgkin resulta de la transformacié clonal de cél-lules d'origen B,
les quals donen lloc a la cél.lula patognomonica d’aquesta malaltia que és la
cél.lula de Reed-Stemberg. La causa és desconeguda, pero factors tant de tipus
genetics com associacions mediambientals (p. ex. treballadors de la fusta; historia
de tractament amb fenitoina; antecedents de tractament amb radioterapia o
quimioterapia; infeccions pel virus d’ Epstein-Barr, tuberculosi, herpes-virus 6 i el
VIH) hi poden jugar un paper clau.

El risc també es troba lleugerament augmentat en persones afectes d’alguns tipus

d'immunodeficiéncia, com ara: sidrome d’ataxia-telangiectasia, sindrome de
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Klinefelter, sindrome de Chédiak-Higashi, sindrome de Wiskott-Aldrich, malaltia
celiaca i sindrome de Sjogren.

La majoria dels pacients també desenvolupen un defecte lentament progressiu de
la de tipus cel.lular-T que en la malaltia avancada contribueix a [I'aparicio
d’infeccions bacterianes comuns, fongs, virus i parasits. La immunitat humoral
(produccié d'anticossos) es deprimeix en la malaltia avangada. La mort sovint

resulta de fendmens séptics.

- Simptomes i signes: molts pacients debuten amb la preséncia d’adenopaties
cervicals indolores. Encara que el mecanisme és confus, el dolor pot océrrer en
arees malaltes immediatament després de prendre begudes alcoholiques.

Unes altres manifestacions es desenvolupen mentre la malaltia s’estén a través
del sistema reticuloendotelial, generalment a llocs contigus. La pruija pot ocorrer
ja des de l'inici. Els anomenats simptomes B inclouen febre, sudoracié nocturna i
pérdua de pes involuntaria (> un 10% del pes corporal en els 6 mesos previs), que
pot indicar la implicacié de ganglis limfatics mediastinics o retroperitoneals),
visceres (fetge), o medul-la 0ssia. L'esplenomegalia és sovint present;
I'nepatomegalia pot ser present. La febre Pel-Ebstein (uns quants dies de febre
alta que regularment alterna amb uns quants dies o unes quantes setmanes de
temperatura normal o sota normal) ocorre de forma ocasional. La caquéxia és
comuna en situacions avancgades.

L’afectaci6 oOssia és sovint assimptomatica, perd pot produir lesions
osteoblastiques vertebrals (vértebres d’lvori) i, rarament, dolor amb lesions

osteolitiques i fractures de compressié. Lesions a nivell intracranial, gastriques i
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cutanies son rares, i quan es presenten suggereixen I'associacio del limfoma amb
la infeccid per VIH.

La compressio local per masses tumorals sovint provoca simptomes, incloent-hi:
ictericia secundaria a obstrucci6 de conductes biliars, edema d’extremitats
inferiors secundari a una obstruccio limfatica a la pelvis o a nivell engonal, dispnea
severa secundaria a compressié de larbre traqueobronquial, cavitacid o
abscessos pulmonars secundaris a infiltraciéo del parénquima pulmonar (que pot
simular una consolidacié lobar o broncopneumonia), invasié epidural que pot
ocasionar una paraplégia, sindrome de Horner i neuralgia per compressio d’'arrels

nervioses.

IVb.2. Diagnostic

El procés diagnostic del pacient amb sospita de malatia de Hodgkin, inclou les

seguents exploracions complementaries:

- 1. Rx de torax.

- 2. TC cervico- toraco-abdominal.

- 3. Hemograma amb recompte cel-lular i VSG. Bioquimica general amb LDH,
transaminasses i albuminemia.

- 4. Biopsia ganglionar.

- 5. Bidopsia de moll d’os.

- 6. PET.

Normalment la sospita d’'un limfoma de Hodgkin es déna davant de pacients amb

adenopaties indolores o masses mediastiniques detectades en radiografies de

torax rutinaries. Adenopaties similars es poden donar a la mononucleosi

Treball de recerca 2010 25



EXPRESSIO DE VEGF COM A FACTOR PRONOSTIC INDEPENDENT DE RECAIGUDA EN LA MALALTIA DE HODGKIN

infecciosa, toxoplasmosi, infeccié per citomegalovirus, limfoma no-Hodgkin,
leucemia, cancer de pulmd, sarcoidosi, o tuberculosi.

La biopsia del gangli, mostrara la preséncia de céllules de Reed-Sternberg
(cél-lules grans i binucleades) dins un caracteristic infiltrat cel.lular heterogeni

format per histiocits, limfocits, monocits, cél-lules plasmatiques, i eosinofils.

IVb.3. Tipus histologics

El limfoma de Hodgkin classic té 4 subtipus histopatologics (veure Taula 3). Hi
ha també un subtipus nodular de predomini limfocitic. Certs antigens determinats
a les céllules de Reed-Sternberg poden ajudar a diferenciar el limfoma de
Hodgkin del limfoma no-Hodgkin, i el limfoma de Hodgkin classic del tipus
predomini limfocitic*'.

Taula 3.

Limfoma de Hodgkin ( Classificacié de la WHO)

Tipus Histologic Aspecte morfologic Immunofenotip Incidéncia
Classic
Esclerosi Nodular Teixit fibros i dens envoltant CD15", CD30", CD20~ 67%

els ganglis de Hodgkin

Cel.lularitat Mixta Nombre moderat de cél.lules de  CD15", CD30°, CD20"  25%
Reed-Sternberg amb un
infiltrat mixt
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Predomini Limfocitic Poques céllules de Reed- CD15", CD30%, 3%
Sternberg .Moltes cél.lules B .Poca CD20

esclerosi

Depleccié Limfoide Moltes céllules de Reed- CD15",CD30°, CD20" Rar

Sternberg .Fibrosi extensa

Nodular de predomini limfocitic

Poques céllules CD157, CD307, CD20°, 3%

+

neoplasiques (limfocits EMA
o histiocits o ambdues)
Moltes cel.lules petites

tipus B .Patré nodular

La limfopénia pot ocorrer de forma inicial i empitjorar aixi com avanga la malaltia.
L'eosinofilia és present en un 20% dels pacients i la trombocitosi també es pot
donar. L'anémia, sovint microcitica, normalment es desenvolupa en la malaltia
avangada. En aquesta anémia, la reutilitzacié defectuosa de ferro es caracteritza
per una sideréemia baixa, una capacitat de fixacid6 del ferro baixa i un ferro
augmentat a la medul-la 0ssia. La pancitopénia és ocasionalment provocada per
la invasié de la medul-la dssia i normalment es veu en el subtipus de deplecid
limfoide.

L’elevacio dels nivells de fosfatasa alcalina presents no indica sempre I'afectacio
de la medul-la 0ssia o del fetge. Els augments de fosfatasa alcalina leucocitaria,
haptoglobina, VSG i altres reactants de fase aguda normalment reflecteixen

malaltia activa.
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- Estadiatge: després del diagnostic, sera I'estadiatge de la malatia el que guii la
terapia que es seguira. El sistema d'estadificaci6 Ann Arbor és el comunment
utilitzat. Incorpora simptomes; descobriments de I'examen fisic; resultats de
proves d’ imatge, incloent-hi la radiografia de torax, TC de torax, abdomen, i
pelvis i la bidpsia de medul-la dssia unilateral. La modificaci6 de Cotswold del
sistema Ann Arbor incorpora les implicacions pronostiques de masses “bulky” i

de I'afectacio de multiples localitzacions (veure taula 4).

Modificacié Cotswold del sistema d’estadiatge Ann Arbor.

Estadiatge Criteris

Afectacio d’una unica area ganglionar

Il = 2 regions ganglionars en el mateix costat

del diafragma

11 Ganglis limfatics , melsa , o ambdues
localitzacions per damunt i davall del

diafragma

\Y Afectacio extranodal (ex, moll d’os, pulmo,

fetge)

La subclassificacio E indica I'afectacio extranodal adjacent a un gangli limfatic
afectat (p. ex., la malaltia ganglionar mediastinica amb afectacié adenopatica hiliar

i amb infiltracié del pulmo6 adjacent es classifica com un estadiatge IIE). Els
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estadiatges també es poden classificar en A o B per indicar la preséncia o
I'abséncia de simptomes sistémics (pérdua de pes, febre, o sudoracié nocturna).
Els simptomes sistémics normalment es donen en estadiatges avancgats (en Il i
IV fins un 20 a 30% de pacients). El sufix X s'utilitza per denotar malaltia
voluminosa, que és > 10 cm de maxima dimensié o implica > 1/3 del diametre del

torax (vist per radiologia simple).

IVb.4. Factors pronostics

Els criteris pronostics per valorar el risc de recaiguda i com a consequéncia d'aixo
per establir tractaments de diferent agressivitat, no poden limitar-se actualment als
estadis clinics. Per tal motiu han sorgit en els ultims anys noves variables amb
implicacions pronostiques en el limfoma de Hodgkin, que poden ser classificades
segons la relaci6 que mantenen amb el pacient, el procés o el tractament i la
resposta al mateix.

Les taules 5 i 6 recullen els grups pronostics de 'EORTC i del grup alemany per
als estadis precogos:

Taula 5: Criteris de I'EORTC per a estadis precocos.

Favorable

Compleix tots els seguents criteris:

Estadi clinic | o Il d'’Ann Arbor

Maxim de tres arees afectes.

Edat menor de 50 anys.

VSG menor de 50 sense simptomes B o menor de 30 amb simptomes B.

Relacié mediasti/torax menor de 0,35
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Desfavorable

Presencia d’almenys un dels seglents criteris:

Estadi Il amb almenys 4 arees ganglionars afectes.
Edat >50 anys
VSG>50 en pacient assimptomatic o de 30 amb simptomes B

Relacié mediasti/torax major de 0,35.

Taula 6: Criteris del grup alemany d'estudi de la malaltia d'Hodgkin per als estadis

precogos.

A. Pronostic molt favorable

Compleix tots els seguents criteris:

Estadi clinic I-A

Sexe femeni

Edat menor de 40 anys.

Predomini limfocitic o esclerosi nodular

Relacié mediasti/torax menor de 0,35

B. Pronostic favorable

Situacions entre la Aila C.
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C. Pronostic desfavorable

Relacié mediasti/torax major de 0,35
Tres o més arees ganglionars afectes.

Afectacio esplénica massiva

VSG elevada com en els criteris de la EORTC

En 1998 Hasenclever*? va recollir les dades cliniques de 5.141 pacients de 25

centres. Tots els pacients eren estadis avancgats. El 75% havien estat tractats amb

esquemes que incloien adriamicina i el 20% amb esquemes tipus MOPP. El

tractament s'havia administrat entre els anys 1983 i 1992. La gran majoria dels

pacients havien rebut ABVD, MOPP/ABVD o esquemes hibrids. Després de

l'analisi multivariant, van recollir 7 factors amb un valor prondstic independent

similar, que van ser: la taxa d'albumina menor de 4, la taxa de Hb inferior a 10,5

gr, el sexe masculi, I'edat igual o superior a 45 anys, l'estadi IV d'Ann Arbor, la

leucocitosis superior a 15.000 i la linfocitopénia inferior a 600 o menor del 8% dels

leucocits totals o ambdos (taula7).

Taula 7.
N° de Factors % de pacients SLP SG
0 7 84% 89%
1 22 77% 90%
2 29 67% 81%
3 23 60% 78%
4 12 51% 61%
50 més 7 42% 56%
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L'index d'Hasenclever és significatiu quan s'utilitza el COPP/ABVD i no ho és
quan s'utilitza el BEACOPP o el BEACOPP intensificat. D'altra banda, sabem que
si utilitzem aquest ultim esquema, molts pacients seran sobretractats i exposats a
efectes toxics no menyspreables.

En 2001 Josting® va tractar d'identificar factors pronostics després de la
recaiguda de la malaltia d'Hodgkin. Per a aix0, va analitzar els resultats del
tractament de 422 recaigudes que s'havien produit entre els anys 1988 i 1999. La
distribucio de les 422 recaigudes era la seguent: 107 recaigudes després de
radioterapia, 133 després de tractament combinat i 182 després de quimioterapia i
radioterapia de zones tumorals. La mitjana de seguiment dels pacients després de
la recaiguda va ser de 45 mesos i l'analisi estadistic va identificar com a variables
pronostiques independents: la durada de la resposta prévia (major d'un any),
I'estadiatge III/IV en el moment de la recaiguda i I'anémia (Hb menor de 12 g en
I'hnome i de 10,5 gr en la dona).

Als quatre anys, els que tenien els tres factors desfavorables, la supervivéncia
liure de fracas terapeutic i la supervivencia global van ser del 17% i el 27%
respectivament, mentre que les esmentades xifres van ser del 48% i 83% en el
grup de pacients sense algun dels tres.

El mateix autor va analitzar durant el mateix periode els resultats terapéutics d'un
grup de 206 pacients en qui havia fracassat el tractament inicial. Van considerar
fracas terapéeutic a I'absencia de resposta o bé a la instauracié d'una resposta de
menys de tres mesos de durada. La mitjana d'edat dels pacients era de 34 anys.
Dels 206 pacients, 57 (29%) estaven en estadi intermedi i 149 (72%) en estadi

avancat.
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En quant al tractament administrat, 153 (74%) van rebre quimioterapia, 70
autotrasplantament, 47 (23%) radioterapia i 6 (3%) no van rebre tractament per la
rapida progressio de la malaltia.

La supervivéncia lliure de la segona progressio i la supervivéncia global als cinc
anys van ser del 17% i del 26% respectivament. En el cas de
l'autotrasplantament, aquestes xifres van ser del 31% i 43%. L'analisi multivariant
va identificar com a factors pronostics un index de Karnofsky menor de 90, I'edat
per damunt de 50 anys i I'abséncia d'un cert grau de resposta amb el primer
tractament. Als cinc anys, la supervivéncia dels pacients que no tenien cap factor

pronostic va ser del 55%, davant el 0% en els que tenien els tres factors.

IVb.5. Tractament

L'eleccié de la modalitat de tractament és complexa i depén de I'estadiatge de la
malaltia.

Els estadiatges inicials (IA, IIA, IB, o malaltia d'lIB) es tracten generalment amb
un régim de quimioterapia abreujat de doxorubicina (adriamicina), bleomicina,
vinblastina, i dacarbazine (ABVD) més radioterapia, o bé amb un esquema de
quimioterapia més llarg sense radioterapia. Aquests  tractaments curen
aproximadament a un 80% dels pacients. En pacients amb malaltia mediastinica
voluminosa, la quimioterapia pot ser de duracid6 més llarga o d'un tipus diferent, i
la radioterapia s'utilitza rutinariament.

L’estadiatge IlIA es tracta normalment amb quimioterapia esquema ABVD. La
irradiacio del camp afecte a vegades és tambeé utilitzada. S'han aconseguit indexs

de curacioé d'un 75 a 80%.
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Per estadiatges IVA i IVB, la quimioterapia esquema ABVD és el regim estandard,
produint remissiéo completa en un 70 a 80% de pacients; més del 50% romanen
liures de malaltia als 5 anys. Uns altres medicaments eficagos inclouen
nitrosourees, ifosfamida, cisplati, carboplati i etopdsid.

Una combinacié prometedora es la de Stanford V, que consisteix en un régim de
12 setmanes de quimioterapia que incorpora la radioterapia de la zona afecta per
a la consolidacio. El trasplantament autoleg s'hauria de considerar per a tots els
pacients amb limfoma de Hodgkin en recaiguda o refractari que responen a
quimioterapia de rescat o fins i tot en situacié de progressio després de rescat,
perd amb uns pitjors resultats.

- Seguiment: els controls rutinaris es fan per identificar la possible recurréncia de

la malaltia. Com esquema de seguiment, proposem veure la taula 8.

Taula 8. Seguiment del Limfoma de Hodgkin

Avaluacioé Freqiiéncia

Historia clinica, examen fisic, hemograma Els 2 primers anys cada 3 - 4 mesos
(amb VSG) y bioquimica. e 5 a5, eath 6

> 5 anys, cada 12 m.

Radiografia de torax a cada visita si no s’ha fet  Els primers 2 anys cada 3 mesos

TC toracica.
oracica Anys 3 a 5, cada 6 m.> 5 anys, anualment

TC toracica Els 2 primers anys cada 6 - 8 mesos

Anys 3 a 5, anualment.>5 anys, si la radiologia

simple de torax no es considera normal.
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Avaluacié

TC d’abdomen i pelvis

Hormones tiroides

Mamografia

RMN de mama

Treball de recerca 2010

Freqiiéncia

Estadiatges | i Il durant els primers 5 anys anualment.

Per altres estadiatges els primers 2 anys cada 6 mesos.

Anys 3 a 5, anualment.

Cada 6 mesos després de la irradiacié del coll.

Anualment comengant 7 anys després de la radioterapia si I'edat de la
pacient quan va rebre irradiacié de I'area supradiafragmatica era < de

30 anys.

Anualment comencant als 37 anys després de la radioterapia si I'edat
de la pacient quan va rebre irradiacié de I'area supradiafragmatica era

>=de 30 anys.

Malaltes d’alt risc (si I'edat de la pacient quan va rebre irradiacié de
I'area supradiafragmatica era < de 30 anys) s’alterna cada 6 mesos

amb la mamografia.
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TREBALL DE RECERCA

V. Resum

Les cél.lules de Reed-Stenberg (HRS), del limfoma de Hodgkin (LH), expressen
VEGF i els seus receptors. Tanmateix, el paper pronostic de l'angiogénesi i
I'expressié de VEGF en HL no és clar. En aquest treball hem volgut investigar el
valor pronostic de l'expressié immunohistoquimica de VEGF en una nombrosa
poblacié (n=252), de pacients amb LH i tractats de forma uniforme. Un 35%
d’aquests pacients mostraven un grau de tincié débil per VEGF, un 7% tenyien de
forma intensa mentre que per un 58% la tincié era nul.la. Les recaigudes eren
significativament més altes en pacients amb una tincié de VEGF positiva en les
cél-lules HRS d’una manera dependent del grau de tinci6. Les variables que
independentment influien en la supervivéncia lliure de progressié (PFS) eren una
tincié de les cél.lules HRS per VEGF positiva, IPS>2 i el fet de no haver rebut
tractament amb radioterapia. En la nostra série aquest fet només influia en quant
a la supervivencia global (OS) en els casos de tincié intensa. Aixo podria implicar
que aquests casos positius de VEGF puguin respondre a tractaments de rescat i
puguin necessitar d’'una terapia d'inducciéo més intensiva. Aquests resultats també
justifiquen el desenvolupament d’assajos clinics incloent-hi farmacs antiVEGF o
d’altres medicaments amb efecte antiangiogénic com part dels régims terapéutics

en aquesta patologia.

VI. Hipétesis de treball
Els procesos angiogénics a nivell dels diferents tumors solids i la seva importancia
en quant al desenvolupament neoplasic i pronostic clinic dels malalts, ha estat

ampliament investigat durant els darrers anys. Aquest fet a dut a incorporar com
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una eina més dins l'arsenal terapeutic actuals els anomenats farmacs
antiangiogenics. En el cas de les neoplasies d’origen hematologic i en el limfoma
de Hodgkin en particular, tant I'angiogénesi com els processos inflamatoris
relacionats amb el microambient peritumoral poden ésser aspectes importants no
totalment explorats en l'evolucié d'aquests pacients, de manera que podrien
constituir factors pronostics utils aixi com convertirse en potencials dianes

terapéutiques en el maneig clinic d’aquesta patologia.

VIIl. Objectius

En aquest treball, ens hem plantejat com a objectius els seglents aspectes:

- 1. Analitzar la influéncia de I'expressio del VEGF (en bidopsies ganglionars fetes
al diagnostic), sobre la resposta al tractament en una poblaci6 de pacients

amb LH uniformement tractada.

- 2. Analitzar la influéncia de I'expressié del VEGF (en biopsies ganglionars fetes
al diagnostic) sobre la incidéncia de recaigudes, la supervivéncia lliure de
progressi6 i la supervivéncia global en wuna poblaci6 de pacients

amb LH uniformement tractada.

- 3. Valorar, en funci6 dels apartats anteriors, la posibilitat d’'introduir dins I'arsenal
terapéutic actual d’aquesta malaltia i en el contexte d’assajos clinics
els diferents farmacs existents que es relacionen amb els mecanismes de

control de I'angiogenesi i del microambient peritumoral.
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VIIl. Introduccié
El VEGF és un factor regulador clau de [l'angiogénesi tumoral aixi com
un inductor del creixement i del desenvolupament de les metastasis en diferents

neoplasies***’.

Una serie de treballs han demostrat que la regulacio per
increment d'aquest factor, tant a nivell de mRNA com a nivell de proteina es
correlaciona amb estadiatges avancgats en certs tumors i a nivell prondstic en uns
quants desordres limfoproliferatius com ara el mieloma multiple o els limfomes no
Hodgkin*®.

A més de les seves propietats angiogéniques, el VEGF també té un paper directe
en el desenvolupament de les cél-lules limfoides, I'hematopoiesi i pot facilitar tant
el creixement tumoral com els fenomens d’escapada immune®®“°. S’ha vist que
tant el VEGF com els seus receptors s'expressen en els limfomes, suggerint un
paper potencial per a la senyalitzacio autocrina mediada per el VEGF en aquesta

50,51

patologia®°". Hi ha també evidencia que les cél-lules HRS expressen VEGF i el

seus receptors?32,

Tanmateix, el paper que juguen l'angiogenesii I'expressié de VEGF en el LH no
és clar. Un marcador angiogénic com és la densitat microvascular (MDV) no es
relaciona clarament ni amb el control de la malaltia ni amb la progressié®%. Els
nivells elevats deVEGFen sérum s'han descrit com un factor
pronostic desfavorable en el LH, disminuint després d‘'un tractament eficag.
L'evidéncia preliminar suggereix que l'expressid6 de VEGF es podria relacionar

amb una pitjor evolucid dels pacients amb LH?°. El nostre proposit ha estat

I'analitzar aquesta questio en una série gran de pacients i uniformement tractada.
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IX. Material i méetodes

- Pacients: de forma retrospectiva hem inclos 252 pacients uniformement tractats
amb ABVD (3-6 cicles, en funcié de factors clinics) amb o sense radioterapia
(s'excloien régims més o menys intensius). Totes les mostres es recollien amb la
col-laboracié de la Xarxa Nacional Espanyola de Bancs de Tumors, coordinada
pel Centre Nacional d’Investigaci6 en Oncologia (CNIO), seguint els
procediments técnics i étics de la xarxa, incloent-hi els processos d'anonimitzacio.
L'aprovacio es va donar des de la junta institucional del CNIO. El consentiment
informat es va obtenir en tots els casos.

Tots els pacients es tractaven amb intencidé curativa, les mostres pretractament
eren adequades i la informacié sobre I'estadiatge i els factors pronostics clinics
principals estaven disponibles. Basats en aquesta informacio, el resultat de I’ IPI
(international prognostic score), podia ser determinat en tots els pacients.
L’avaluacio de la resposta al tractament i el seguiment es basava en els criteris de

Cheson.

- Disseny del TMA (Tissue Microarray): utilitzarem el mecanisme Beecher
Instrument, Silver Spring, MD) per construir els TMAs. Tots els casos de HL es
revisaven de manera histologica i les arees més riques de cél-lules de H/RS es
marcaven als blocs de parafina. En cada cas, seleccionavem 2 cilindres de teixit
d’ 1mm de diametre; els cilindres eren de 2 arees diferents i s’incloien junt amb
controls diferents per assegurar la qualitat, reproducibilitat i tinci6 homogénia de

les mostres. Aixi, els diferents blocs de TMA es construien, contenint cadascun
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120-140 cilindres (veure figura 2). Inclos en cada TMA hi havia una mostra de

teixit limfoide reactiu d'amigdala.

- Immunohistoquimica: els blocs de TMA eren tallats amb un gruix de 3 pm i
s'assecaven durant 16 hores a 56°C abans d’eliminar-los la cera amb xilé,
rehidratant amb etanol i rentant amb fosfat sali. La recuperacio de l'antigen
s’aconseguia mitjangant un tractament de calor en una cuina de pressié durant 2
minuts en 10 mM de citrat (pH 6.5). Abans de tenyir les seccions, es va bloquejar
la peroxidasa endogena.

La tincié d’aquestes mostres per VEGF es va fer amb I'anticds monoclonal abcam
Ab27620 (clon monoclonal de ratolins SP28). Després de la incubacio, la deteccio
es dugué a terme amb l'equipament EnVision FLEX.Ph High (DAKO), emprant
com a substrat el cromogen de diaminobenzidina. Les seccions es contrastaven
amb hematoxil.lina.

La tincié de les seccions dels TMAs era avaluada per un patoleg de referéncia en
aquest tipus de patologia, utilitzant criteris uniformes. Per garantir la
reproducibilitat d'aquest métode, decidirem emprar criteris clars i definits. El patro
de tinci6 de VEGF s'enregistrava com a positiu (débil o intens) o negatiu; el
resultat positiu t¢ en compte l'expressié citoplasmatica/membranosa de I'anticos
en >10% de les cél-lules de RS: positivitat baixa d’expressio en >10-50% de les
cél-lules de RS i positivitat alta en I'expressio de >50% de les cél-lules de RS

(veure figura 2).
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Figura 2. Criteris uniformes per I'avaluacio de la tincié de VEG.
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Superior i esquerra: positivitat 2+/intensa: expressié citoplasmatica intensa de VEGF a tota la cél-lula HRS. Tinci6é estromal
intensa i difusa. Superior i dreta: positivitat /2+ intensa o mitjana de VEGF a citoplasma/membrana en >50% de les
cellules de HRS. No hi ha tinci6 estromal. Abaix i esquerra: positivitat /1+ debil: expressié citoplasmatica débil
de VGEF en 10 %-< 50% de les cél-lules de HRS. No hi ha tincié estromal; Abaix i dreta: negativa /0+: cap expressio

de VEGF o positivitat debil en <10% de les cél-lules de HRS.

X. Resultats

- Caracteristiques dels pacients: L'edat mitjana era de 33 anys (10 a 84); un
52% eren homes (132 pacients), i un 48% dones. En quant a la distribucié en
funcié dels diferents subtipus histologics, era de la segient manera: un 61%
esclerosi nodular, un 31% cel.lularitat mixta, un 4% predomini limfocitic i un 3%
depleccié limfoide. Els principals factors pronostics en el moment del diagnostic,

eren: un 41% dels pacients es presentaven en estadis Ill-IV d’Ann Arbor (AA),
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un 40% presentaven simptomes B, un 30% tenien malaltia voluminosa, un 9%
un ECOG més alt que 1 i un 26% dels casos un IPS major de 2. 130 pacients
(un 52%) varen ésser tractats a més de quimioterapia (esquema ABVD), amb
radioterapia.
- Expressio de VEGF: |a tincié de VEGF en les cél-lules de HRS es donava de la
seguent manera: 88 pacients (un 35%) mostraven una tincié d’'intensitat debil, 17
pacients (un 7%) presentaven un grau de tincid considerat intens, mentre que en
147 casos (un 58%) no hi havia tincié. Es va observar la tincio del teixit estromal
al voltant cel.lular només en 22 casos (un 9%). Considerant les diferents variables
cliniques, la tincio de VEGF es relacionava només amb I'lPS, de manera que un
38% i un 53% dels patients amb un IPS 0-2 | un IPS>2 respectivament eren
VEGF positius (p=0.029). La positivitat del VEGF en les cel.lules estromals no es

correlacionava amb cap variable clinica.

Analisi de supervivéncia: amb una mitjana de seguiment de 58 mesos (8-199),
hi ha 210 pacients vius (un 83%) i 52 en recaiguda (un 21%). La supervivéncia
global (OS), i la supervivéncia lliure de progressio a 5 anys eren un 84% (79-89) i
un 70% (64-76), respectivament. La majoria dels pacients (n=221; un
88%) aconseguiren una resposta completa (CR) amb el tractament d'induccio
mentre que en 31 casos (un 12%) s’obtingué una resposta menor. Les causes
de mort (n=42) es distribuien de la seguent forma: limfoma (n=34; un 81%),
toxicitat (n=5; un 12%) i de causa no coneguda (n=3; 7%). L’analisi univariant de
PFSi d'OS identificava sis factors pronostics clinics adversos: edat >60
anys, estadis IlI-IVd’ AA, ECOG PS > 1, simptomes B, IPS > 2 i el no haver rebut

tractament amb radioterapia (veure taula 9).
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Taula 9. Analisi de supervivencia lliure de progressié i global.

Analisi Univariant

Factor 5-anys PFS (95% ClI) p 5-anys OS (95% Cl) P
Edat 0.0093 <0.001
0-59 73% ( 66-80) 89% (84-94)
260 56% ( 39-65) 60% (44-76)
Edat 0.0668 0.001
0-45 73% (66-80) 88% (83-93)
>45 62% (49-75) 73% (62-84)
Sexe 0.72 0.73
Home 70% (62-78) 84% (77-91)
Dona 70% (60- 79) 84% (77-91)
Massa Bulky 0.30 0.63
Si 63% (51-75) 85% (76-94)
No 73% (66-80) 84% (78-90)
Simptomes B <0.001 0.004
No 81% (75-87) 89% (84-94)
Si 53% (41-65) 76% (67-85)
Estadi d’AA 0.003 0.011
I-11 79% (72-86) 90% (85-95)
-1v 57% (46-68) 76% (67-85)
ECOG PS 0.004 <0.001
0-1 73% (67-79) 87% (82-92)
2-4 40% (16-64) 50% (24-76)
IPS <0.001 <0.001
0-2 79% (73-85) 89% (84-94)
3-7 41% (27-55) 70% (58-82)
Radioterapia 0.002 0.009
SI 78% (70-86) 91% (86-96)
No 63% (54-72) 76% (67-85)
Tincié de VEGF HRS 0.001 0.57

Positiva 57% (47-67) 80% (72-88)
Negativa 81% (74-88) 87% (81-93)
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Tinci6 de VEGF HRS <0.001 0.13
No 81% (74-88) 87% (81-93)
1+/positivitat débil 63% (52-74) 84% (76-92)
2+/positivitat intensa 28% (6-50) 61% (36-86)

Tinci6 estromal de VEGF 0.42 0.48
Positiva 72% (50-93) 80% (62-98)
Negativa 71% (64-77) 85% (79-90)

Analisi Multivariant

PFS 0s
Factor HR (95% Cl) p HR (95% Cl) P
IPS 3-7 2.57 (1.54-4.29) <0.001 | 4.04 (2.06-7.92) <0.001
VEGF positiu 3.20 (1.58-6.49) 0.004 | —
Radioterapia 0.59 (0.35-0.98) 0.044 | —
Edat > 60 anys 2.87 (1.32-6.24) 0.008
ECOG PS > 1 2.05 (1.04-4.04) 0.037

Els pacients amb una tinci6 intensa de VEGF presentaven indexs més baixos
de CR en comparacio amb pacients o bé que no tenyien o bé que presentaven
una tincid débil: un 71% contra un 89% (p=0.026), respectivament. Les
recaigudes eren significativament més altes en pacients amb una tincio
de VEGF positiva d’'una manera dependent del grau de tincio (abscéncia de tincio:
10%; 1+/positivitat débil: un 44% i 2+/positivitat intensa: un 65%) (p<0.001). Els
pacients amb VEGF positiu també tenien una PFS a 5 anys significativament pitjor
(abscéncia de tincio: 81%; 1+/positivitat debil: un 63% i 2+/positivitat intensa:un
28%; p<0.001) amb només limpacte a la OSde 5 anys en pacients
amb 2+/positivitat  intensa (abscéncia de  tinci6:87%; 1+/positivitat  débil:
84%; 2+/positivitat intensa: un 61%), suggerint que la majoria de pacients
que recauen amb tincié positiva débil de VEGF responen a un tractament de
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rescat. Per ['analisi multivariant només ['IPS (HR 2.57), la tinci6 positiva
de VEGF en les cel-lules de HRS (HR 3.2) i el tractament amb radioterapia (HR

0.59) s’associaven de forma independent amb la PFS. Veure figura 3.

Figura 3.Variables pronostiques independents per PFS i OS.
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XI. Discussio

Aquest treball retrospectiu on es presenten les dades d’'una gran serie de pacients
amb LH uniformement tractats, mostra que el VEGF en les cél-lules de HRS té un
impacte tant en el control de malaltia com en la recaiguda. De fet, aquesta
observacio podria tenir dues explicacions. En primer lloc, el VEGF és un regulador
clau de l'angiogéenesi, essencial pel creixement tumoral. Alhora, 'angiogénesi
mediada perla produccié tumoral de VEGF ocasionaria una vascularitzacio
aberrant tumoral, de manera que aquests nous vasos desorganitzats reduirien
l'arribada del tractament farmacologic i, per tant, la resposta tumoral. Unes altres
séries petites recents han mostrat que les respostes al tractament més baixes
s'associaven amb la positivitat pel VEGF. En segon lloc, I'evidéncia suporta que
el VEGF pot també col-laborar amb el desenvolupament i creixement del
LH estimulant les cél-lules malignes mitjangant un procés autocri. En una gran
varietat de neoplasies d’origen hematolimfatic, incloent-hi el LH, s’ha demostrat
I'expressio tant del VEGF com dels seus receptors; el receptor VEGFR-2 (Flk-1),
receptor que actua com a mediador de la progressio i supervivencia tumoral aixi
com en l'angiogénesi, es troba expressat per part de les cél-lules de HRS®.
Aquestes observacions pensem que donen suport al desenvolupament d’assajos
clinics que incloguin tractaments antiangiogénics o terapies antiVEGF®. Les dades
preliminars amb I'anticos monoclonal anti-VEGF Bevacizumab en models animals
i en uns pocs pacients mostraven que aquesta terapia anti-VEGF retardava el
creixement d’al.loempelts de LH i s’obtenien respostes en casos de LH

refractaris®. Interessantment, limpacte enI'OS hem vist que es limitava als
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pacients amb tincié per VEGF positiva i intensa VEGF, suggerint que els pacients
amb tincio positiva perd debil responen al tractament de rescat, la majoria d'ells
incloent-hi quimioterapia d’intensificacié. Aixd podria implicar que aquests casos

positius de VEGF es podrien beneficiar d'una terapia d'induccié més intensiva.

XIll. Conclusions

En conclusid, la tincié de VEGF en les cél-lules HRS esta associada amb un risc
més gran de recaiguda i una pitjor PFS. Tanmateix, en aquesta série aixo només
ha demostrat influencia en la OS en els casos de tincid positiva intensa. Aquest fet
podria implicar que aquests casos positius de VEGF puguin necessitar una terapia
d'inducciéo més intensiva i justificar el desenvolupament d’assajos clinics incloent-

hi terapies antiVEGF o altres farmacs antiangiogeénics.
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