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1. INTRODUCCION

A. LINFOMA MALT GASTRICO

1. Introduccion

El linfoma de la zona marginal de tipo MALT (mucossa associated lymphoid tissue) es un tipo
de linfoma B no Hodgkin de localizacion extraganglionar. Asi, la principal afectacion tumoral
reside en un territorio extraganglionar relacionado con el tejido linfoide asociado a mucosas. En
este contexto la afectacién ganglionar es nula o bien secundaria’.

El término de linfoma MALT fue originalmente propuesto por Isaacson y Wright en 1983 para
designar a un conjunto de linfomas derivados del tejido linfoide asociado a mucosas de origen
intestinal’. Posteriormente, el uso de este término se extendio a otros linfomas B de célula
pequefia de origen extraganglionar cuya histologia recapitulaba las placas de Peyer.

Estos linfomas inicialmente fueron clasificados como una variante extranodal del linfoma
marginal (clasificacion REAL), mientras que desde la clasificacion de la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS) de 2001 son considerados como una entidad aparte®”.

El linfoma de la zona marginal de tipo MALT representa alrededor el 7-8% de linfomas B no
Hodgkin y mas de la mitad de los linfomas gastricos primarios’. Con menor frecuencia, este tipo
de linfoma se origina también en piel, glandula salival, pulmén, tiroides, higado y anejos
oculares, entre otras muchas localizaciones.

La mayoria de los casos aparece en individuos adultos con una edad media de 61 afios, con un
ligero predominio en mujeres. Generalmente estan asociados a una estimulacion cronica previa
del sistema inmune, ya sea por un proceso infeccioso crénico o por un proceso autoinmune
segun la localizacion (tabla 1.1). En cuanto al linfoma MALT gastrico, parece haber una
incidencia mayor en el nordeste de lItalia probablemente relacionado con una alta prevalencia
de gastritis crénica asociada a infeccién por Helicobacter pylori (HP) en esta zona. Un subtipo

especial de linfoma MALT intestinal, conocido como enfermedad inmunoproliferativa del



intestino delgado (IPSID), ocurre también en esta region, en una parte del subcontinente indio y

en la zona de El Cabo, en Sudafrica.

Infecciones

Helicobacter pylori en el linfoma gastrico

Borrelia burgdorferi en linfoma cutaneo

Clamydia psittaci en linfoma ocular

Bacterianas (Campilobacter jejuni) y parasitarias diversas en la enfermedad inmunoproliferativa
del intestino delgado

Achromobacter (Alcaligenes) xylosidans en linfoma pulmonar

Patologias autoinmunes

Sindrome de Sjégren en linfomas de glandulas salivales y de pulmén

Tiroiditis de Hashimoto en linfomas de tiroides

Tabla 1.1. Patologia condicionante en los linfomas extraganglionares primarios de tipo MALT segun la

localizacion.

En cuanto a la presentacion clinica, ésta es inespecifica. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes del linfoma MALT gastrico son las propias de una dispepsia o sintomas sugestivos
de enfermedad ulcerosa péptica. Son menos frecuentes la pérdida de peso y los vémitos, asi
como anemia o sangrado gastrointestinal. Los hallazgos endoscépicos mas frecuentes son la
presencia de Ulceras y lesiones eritematosas o inflamatorias, siendo infrecuentes las lesiones
tumorales (menos del 15%). El antro es la localizacion preferente (40%), seguida del cuerpo
gastrico (12%) y el fundus (11%), y es multifocal en hasta un tercio de los casos. Se demuestra

la presencia de HP en mas del 90% de pacientes.

2. Estadio clinico y tratamiento

Aunque los linfomas MALT tengan buen pronéstico y un curso clinico indolente con una

supervivencia a los 10 afios del 90% (con excepcidn de los casos que se transforman en




linfoma difuso de células grandes (LDCBG) en los que la supervivencia se reduce a la mitad),
se observa afectacion diseminada al diagndstico en un 30% de los MALT gastricos y de hasta

un 50% en linfomas MALT no géstricos31'32

. Por este motivo, se cree que en todos los
pacientes con linfoma MALT se deberia proceder a un estudio de extensién mas exhaustivo
(incluir estudios de imagen de glandulas salivares y lacrimales, estudio de ORL,
fibrogastroscopia y colonoscopia con multiples biopsias)33. En el caso del linfoma MALT

gastrico, los pacientes son sometidos a una biopsia de médula 6sea, que se encuentra

afectada entre el 0 y el 15% de los casos segun las series.

Los sistemas de estadiaje mas comunmente utilizados en linfomas del tracto gastrointestinal
quedan descritos en la tabla 2.1. Estos han desplazado al sistema de estadiaje de Ann Arbor
modificado por Mushoff y utilizado clasicamente en linfomas del tracto gastrointestinal y en el
que se diferencian 4 estadios, y cuya equivalencia con los sistemas actuales queda reflejada

también en la tabla:

- Ig: el linfoma se halla confinado en la pared del estdmago o intestino:
o l4g: afectacion de mucosa y submucosa
o Iy afectacién mas alla de submucosa
- ll4g: invasion de ganglios linfaticos regionales contiguos al tumor primario
- ller invasién de ganglios linfaticos regionales pero no contiguos
- lll: invasioén ganglionar supra e infradiafragmatica
o llls: afectacion esplénica
- lllgss: afectacion esplénica y ganglionar

- IV: diseminacién a médula 6sea u otros érganos no linfoides

La ecoendoscopia permite una detallada determinacion de la invasién tumoral de la pared
gastrica, asi como la deteccion de ganglios perigastricos patolc’)gicos46, lo que hace que esta

técnica sea recomendable en el estudio de invasion local.



Sistema Lugano

Sistema TNM adaptado

Sistema Ann Arbor

Estadio | Localizado en tracto Gl T1 NO MO Mucosa, submucosa IE
T2 NO MO Muscular propia IE
T3 NO MO Serosa IE
Estadio Il | Extension abdominal
i Afect. ganglionar local T1-3 N1 MO Ganglios perigastricos | lIE
112 Afect. ganglionar a T1-3 N2 MO Ganglios regionales no | lIE
distancia perigastricos
Estadio IIE | Afect. 6rganos/tejidos T4 NO MO Invasién de estructuras | IE
adyacentes adyacentes
Estadio IV | Afect. extraganglionar T1-4 N3 MO Afect. ganglionar a HE
diseminada o ganglionar ambos lados del
supradiafragmatica diafragma
T1-4 NO-3 M1 Metastasis a distancia |IVE

Tabla 2.1. Sistemas de estadiaje para linfomas del tracto gastrointestinal.

En funcién del estadiaje, en nuestra practica clinica diaria realizamos las siguientes actitudes

terapéuticas, si bien, dada la ausencia de estudios aleatorizados, otros tratamientos son

totalmente validos:

1) En linfomas MALT localizados estadio | asociados a H. pylori: tratamiento erradicador triple.

2) En linfomas MALT localizados estadio |l asociados a H. pylori: tratamiento erradicador triple

y vigilancia estrecha. En caso de respuesta inadecuada se inicia pauta de quimioterapia +/-

rituximab (fludarabina endovenosa u oral o clorambucilo, en funcion de la edad).




3) En linfomas MALT estadios = Ill asociados a H. pylori: tratamiento erradicador triple y

quimioterapia +/- rituximab (fludarabina endovenosa u oral o clorambucilo, en funcién de la
edad).

4) En linfomas MALT no asociados a H. pylori o recaidos/refractarios a tratamiento erradicador:

monoquimioterapia +/- rituximab (fludarabina endovenosa u oral o clorambucilo, en funcién de

la edad).

Tanto las pautas de tratamiento erradicador como los factores adversos relacionados con la
mala respuesta al tratamiento erradicador pueden consultarse en las tablas que siguen (tabla

2.2.y2.3).

Pautas de tratamiento erradicador frente al Helicobacter pylori (7-10 dias)

Amoxicilina 1000 mg/12 h Amoxicilina 500 mg/8-12 h
Claritromicina 500 mg/12 h Metronidazol 500 mg/8-12 h
Inhibidor de la bomba de protones /12 h | Inhibidor de la bomba de protones /12 h
Claritromicina 500 mg/12 h Metronidazol 500 mg/12 h
Metronidazol 500 mg/12 h Tetraciclina 500 mg/8 h
Inhibidor de la bomba de protones /12 h | Bismuto subcitrato 120 mg/8 h

Inhibidor de la bomba de protones /12 h

Tabla 2.2. Diferentes pautas de tratamiento erradicador frente al Helicobacter pylori.

Factores adversos en la respuesta al tratamiento erradicador

Grado histolégico

indice proliferativo

Ganglios perigastricos

Infiltracién capas profundas

Grosor de la pared gastrica > 5 mm

Profundidad de invasion tumoral determinada por ecoendoscopia

Presencia de las translocaciones t (1;14) o t (11;18) y/o expresion nuclear de bcl-10

Ausencia de infeccidn por H. pylori

Enfermedad autoinmune asociada

Tabla 2.3. Factores adversos en la respuesta al tratamiento erradicador.



3. Patologia

a. Lesiones precursoras

De forma paraddjica, los linfomas MALT raramente se desarrollan sobre un tejido MALT nativo.
Normalmente lo hacen sobre un tejido MALT que se ha formado tras un proceso inflamatorio
cronico en sitios normalmente desprovistos de este tejido.

El tejido MALT nativo tiene como funcién principal proteger las mucosas que se encuentran en

contacto directo con agentes externos y esta integrado por 4 componentes principales:

1. Tejido linfoide organizado representado por las placas de Peyer en ileon terminal, el
tejido linfoide del apéndice y por los foliculos linfoides aislados distribuidos por la
mucosa de intestino delgado, grueso y recto.

2. Células linfoides de la lamina propia del tracto gastrointestinal, fundamentalmente
células plasmaticas asi como algunos linfocitos T y B.

3. Linfocitos intraepiteliales T CD8+ en toda la longitud del intestino. El porcentaje de
estos linfocitos disminuye en sentido distal.

4. Ganglios linfaticos mesentéricos con frecuencia caracterizados por presentar zonas

marginales prominentes y zonas paracorticales poco desarrolladas.

Las placas de Peyer estan constituidas por agregados nodulares de células linfoides
localizados en lamina propia de ileon terminal donde dan lugar a protrusiones en forma de
cupula de la mucosa. Estos agregados se hallan integrados por foliculos linfoides secundarios
rodeados por una zona del manto y una zona marginal amplia constituida por células de
aspecto centrocitoide o monocitoide. Esta zona marginal se extiende hasta contactar con el
epitelio, dando lugar focalmente a fenédmenos de epidermotropismo.

El epitelio que reviste las placas de Peyer, ademas de enterocitos con microvellosidades tipo
«ribete en cepillo», contiene otras células especializadas denominadas células M por presentar
micropliegues en su polo luminal, y que estan especializadas en canalizar antigenos desde la

luz intestinal hacia el tejido linfoide subyacente. Estos antigenos penetran desde el polo apical



a través de vesiculas de endocitosis revestidas por clatrina y son liberados en el polo basal,
proceso denominado transcitosis.

El proceso de respuesta al antigeno por parte de las placas de Peyer presenta similitudes con
el que tiene lugar en los ganglios linfaticos extramesentéricos pero también peculiaridades muy
notables. En ambos casos las células linfoides activadas penetran en el centro germinal y dan
lugar a células de memoria, que pueden acumularse en la zona marginal y a células
precursoras de las células plasmaticas. En el caso de los ganglios extramesentéricos, estos
precursores viajaran por via linfatica y luego por via sanguinea para localizarse en la médula
6sea donde se diferenciaran y daran lugar a células plasmaticas. Estas produciran
fundamentalmente IgG y, en menor medida, IgA monomeérica (IgA1), que pasaran al plasma 'y
originaran una respuesta sistémica. Por su parte, los precursores de las células plasmaticas
generados en las placas de Peyer viajaran por via linfatica a los ganglios mesentéricos y de
alli, a través del conducto toracico, al torrente circulatorio para finalmente localizarse en la
lamina propia del estémago, intestino delgado e intestino grueso, asi como en otras mucosas.
Ello es posible debido a que estas células linfoides presentan receptores de localizacion
(homing receptors) que son reconocidos por sus ligandos (adhesinas) situados en las células
endoteliales de las vénulas de la lamina propia de las mucosas. Una vez alcanzada la lamina
propia de la mucosa estas células linfoides daran lugar a células plasmaticas que
fundamentalmente produciran IgA dimérica (IgA2). La IgA dimérica se unira a receptores para
inmunoglobulinas poliméricas situados en la superficie basolateral de los enterocitos, y a través
de un proceso de transcitosis, sera transportada al polo luminal donde enzimas proteoliticas la
separaran del receptor para asi pasar a formar parte del glicocalix. El segmento del receptor
que queda unido a la IgA2 se denomina componente secretor y afiade estabilidad a la IgA
dimérica ya de por si mas estable que la monomeérica, circunstancia que la hace mucho mas
resistente a las enzimas proteoliticas de la luz gastrointestinal. La IgA dimérica, que no es
transportada a la luz intestinal, pasa al plasma a través de los enterocitos. La IgA2 del plasma
es transportada por los hepatocitos hacia los canaliculos biliares y, formando parte de la bilis,
también alcanza la luz intestinal. Estos mecanismos determinan que toda respuesta
inmunoldgica inducida en el tejido linfoide asociado a la mucosa gastrointestinal quede

confinada principalmente dentro de este compartimento del sistema inmune.



Figura 3.a.1. Detalle de la histologia normal de las placas de Peyer. A mayor aumento puede observarse

la presencia de linfocitos que exocitan el epitelio de superficie.



La mucosa gastrica normal carece de este tejido linfoide organizado y es adquirido en la
mayoria de los casos como resultado de un proceso inflamatorio crénico secundario a infeccién
por HP, lo que denominamos MALT adquirido. El tejido MALT se acumula con relacion a
epitelio de tipo columnar y parece recibir un estimulo antigénico tanto del epitelio mismo como
de antigenos que entran en el tejido a través del epitelio, que perpetua su presencia. En una
pequefia proporcion de casos se produce una transformacion de este tejido MALT reactivo a

linfoma.

b. Linfoma MALT gastrico

b.1. Morfologia

En este tipo de linfoma el diagndstico se basa fundamentalmente en el estudio morfoldgico de
las caracteristicas del infiltrado en la mucosa gastrica (figura 3.b.1.1). Las técnicas adicionales
en este caso pueden ser de utilidad en ocasiones concretas, pero por si solas no son
diagndsticas.

El tumor borra la arquitectura normal del estdbmago con una disminucion significativa del
numero de estructuras glandulares secundarias al infiltrado, y esta constituido por células
linfoides de pequefio tamafio con nucleo irregular, en ocasiones hendido, y citoplasma
relativamente abundante, existiendo un espectro entre células de habito centrocitoide y otras
de aspecto monocitoide. Este infiltrado tumoral se localiza en la zona marginal de centros
germinales reactivos si éstos estan presentes, y se extiende a la region interfolicular, de forma

mas o menos difusa. De forma ocasional, se identifican elementos linfoides de mayor tamano.



WNa

Figura 3.b.1.1 Biopsias gastricas correspondientes a linfoma MALT (superior izquierda) y a gastritis
cronica asociada a infeccion por HP (superior derecha). La imagen de la izquierda muestra una alteracion
arquitectural marcada, con presencia de un infiltrado denso en ldmina propia y que se continda en
profundidad, asi como deplecion glandular moderada. Por contra, en la imagen de la derecha puede
observarse una mucosa gastrica con cambios de gastritis créonica con presencia de foliculos linfoides en
lamina propia. En la tincién de giemsa (imagen inferior) pueden identificarse estructuras bacilares en la

superficie mucosa, compatibles con HP.
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En una tercera parte de los casos existe diferenciacién plasmacitica. En este caso, las células
plasmaticas, que formaran parte de la clona tumoral, se sitian generalmente por debajo del
epitelio (en la porcion mas externa del infiltrado) y en ellas es posible identificar cuerpos de

Dutcher (figura 3.b.1.2.).
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Figura 3.b.1.2. Detalle de cuerpos de Dutcher en el componente con diferenciacion plasmacitica del

infiltrado tumoral.

En algunos casos, los centros germinales reactivos pueden ser invadidos,por lo que la
arquitectura del foliculo quedara alterada, hecho que queda bien reflejado con una tincion
inmunohistoquimica con CD23. La malla de células dendriticas presente normalmente en los
centros germinales queda desestructurada, llegando a desaparecer cuando su invasion es
total. Por otro lado, en ocasiones, cuando ocurre esta invasion, las células tumorales adquieren

una diferenciacion plasmacitica.
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Un hallazgo frecuente en este tipo de linfomas son las lesiones de tipo linfoepitelial (figura
3.b.1.3.), aunque no son patognomonicas ni constantes. En este tipo de lesion las células
neoplasicas infiltran el epitelio glandular en grupos de tres o mas células y el epitelio residual
adquiere un aspecto eosinofilico marcado. En su progresion, estas lesiones acabaran por
destruir las glandulas. Una tinciéon inmunohistoquimica mediante un anticuerpo dirigido contra

queratinas de bajo peso molecular (CAM 5.2) puede poner de manifiesto estas lesiones.
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Figura 3.b.1.3. Ejemplo de lesion linfoepitelial. La imagen inferior corresponde al estudio de queratinas de
bajo peso molecular; con esta tincion las células epiteliales se observan de color marrén mientras que la

lesion queda reflejada en negativo.
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Una proporcion de casos presentan transformacion a linfoma de célula B grande, y se debe
utilizar esta terminologia en lugar de linfoma de alto grado. Este hecho puede predecirse por un
aumento de los elementos de mayor tamafio presentes en el infiltrado, lo que ha provocado
que algunos autores hayan propuesto un sistema de clasificacion del linfoma MALT gastrico en
4 categorias en funcién del nimero de blastos (A, con un porcentaje de blastos no superior al
5% y D, cuando el patrén de infiltracion se asemeja a un linfoma de célula B grande sin

componente de bajo grado presente).

b.2. Inmunofenotipo

A diferencia de lo que ocurre en otros linfomas, por ejemplo la sobreexpresion de ciclina D1 en
el linfoma del manto o de Bcl2 en los foliculos linfoides tumorales en el linfoma folicular, no
existe ningun marcador inmunohistoquimico que permita realizar un diagndstico especifico de
este tipo de linfoma. Asi, en este caso, el diagndstico es un diagndstico por exclusion.

Las células tumorales expresan marcadores de linea B (CD79a+, CD20+, Bcl2+, IgM+),
mientras que no suelen expresar CD5, CD10, Bcl6 ni ciclina D1. En aproximadamente la mitad
de los casos, las células tumorales coexpresan CD43 (figura 3.b.2.1.). Esta coexpresién, que
denominamos aberrante por no darse en condiciones normales/reactivas, es util en el
diagndstico diferencial entre gastritis crénica y linfoma. En algunos casos se observa expresion
nuclear de Bcl10 (figura 3.b.2.2), que se considera patoldgica y que se correlaciona con una
alteracion citogenética en una proporcion de los casos (1(11;18) o t(1;14)).

Cuando el tumor tiene diferenciacion plasmacitica, puede observarse una expresion monotipica

de cadenas ligeras de inmunoglobulinas en la poblacién de células plasmaticas (figura 3.b.2.3).
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Figura 3.b.2.1. Ejemplo de un caso de linfoma MALT gastrico en el que las células tumorales coexpresan

CD20 y CD43.

Figura 3.b.2.2. Tincién de Bcl10 en un caso de linfoma MALT gastrico. Algunos nucleos de células

linfoides tumorales presentan expresion de este marcador.

14



- . .'. : 1 ..“ 5 -: -' .lt.- .'..ﬁ .'-.l A.‘ L [ 5
Fad T 1&"’-.;. Lo Tk 4(
mbda % . . ;.'Q&&,{’ 7 noply R

il g
J'i.r‘-;." 2 ..-':"1
- ™ "

‘s -...‘": ¥, Pyt

oy ‘.

l'- - : ':‘. F \'n‘

w B g ".- 1 + -

_-.“l-”t L ;-"llﬂ:n :ﬁ?%:r, ee” 3-’ 't.-r."‘
v R %‘% ;

- . k! ‘*
A

- et

i

3 e v
ie-.lii.iﬂi'-"’ X
s ":*‘:—.JT:":‘!'E-' < %‘ S

e ? 1]

L
. - - by "l'
ety 24 ol b v "N e e

Figura 3.b.2.3. Ejemplo de un caso de linfoma MALT gastrico con diferenciacion plasmacitica y expresion

monotipica de cadenas ligeras lambda.
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b.3. Clonalidad

En este tipo de linfoma, se observa reordenamiento de los genes correspondientes tanto a la
cadena pesada de las inmunoglobulinas como a las cadenas ligeras. Asimismo, se observan
hipermutaciones somaticas en gran parte de los mismos, lo que sugiere que la célula tumoral
es un linfocito B de memoria que ha pasado por el centro germinal.

Este estudio proporciona informacién complementaria al estudio morfolégico, aunque su mayor
utilidad queda relegada a las biopsias de seguimiento, en las que pueden existir infiltrados
linfoides dudosos y en los que el reconocimiento de una clona idéntica a la observada en la
biopsia del diagnéstico indica que se trata de tumor residual o de una recidiva con expresion

minima.

b.4. Citogenética

b.4.1. t(11;18)(q21;q21)

La t(11;18)(921;921) es la alteracion estructural mas frecuente en linfoma MALT gastrico, vy,
cuando esta presente, lo hace como alteracion Unica. Asimismo, es extraordinariamente
infrecuente su presencia en casos de transformacion a linfoma de célula B grande. La t(11;18)
esta asociada de forma significativa con infeccion por HP cadenas CagA positivas, lo que
sugiere que esta translocacion tiene que estar en relacion con un dafo del DNA directo
mediado por procesos oxidativos. Es importante saber también que su presencia se relaciona
con una falta de respuesta al tratamiento erradicador en la mayoria de los casos.

En 1999, Dierlamm y colaboradores mostraron que la t(11;18) daba lugar a una fusién entre los
genes API2, localizado en el cromosoma 11921, y MALT1, localizado en el 18g21. En una
pequefia proporcion de casos, la translocacion fue asociada a una delecion criptica que
afectaba la porcion 3’ de API2, resultando en la pérdida del transcrito reciproco. Por ello, la
fusion 5’API2-MALT1 3’ localizada en el cromosoma 11 derivativo demostraba jugar un papel

patogenético importante.
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El gen API2 contiene tres repeticiones baculovirus en regién N-terminal (BIR), un dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD) y un c-terminal zinc binding RING finger domain. El gen
MALTH1, clasificado como paracaspasa, contiene un dominio muerte N-terminal, seguido por
dos dominios Ig-like C2 y un dominio tipo caspasa. Los puntos de corte de ambos genes son
caracteristicos. En el API2 tiene lugar después del tercer dominio BIR pero antes de CARD en
el 91% de los casos, mientras que en MALT1 los puntos de rotura ocurren en cuatro intrones
distintos antes del dominio caspasa-like. Asi, el producto de fusién tiene los tres dominios BIR
intactos y la region c-terminal MALT1 con el dominio caspasa-like intacto. Este producto de

fusidon es capaz de activar la via NFkB.
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Figura 3.b.4.1.1. La t(11;18)(q21;921) causa la fusién API2-MALT1, que activa el factor nuclear de NFkB.
Los puntos de rotura y sus frecuencias se indican con flechas en la figura. Modificado de Isaacson PG et
al., Nat Rev Cancer, 2004'°

b.4.2. t(1;14)(p22;932), t(1;2)(p22;p12)/lg-BCL10

Estas translocaciones son exclusivas de linfomas tipo MALT, pero ocurren en una baja
frecuencia (menos del 4% de los casos). Yuxtaponen BCL10 con el locus de las
inmunoglobulinas permitiendo su desregulacién. BCL10 contiene CARD en su extremo amino
terminal. Muchas proteinas que interactiian con BCL10, incluido MALT1, han sido identificadas
y estan relacionadas con la activacion de la via NFkB por BCL10. En linea con estas
observaciones, BCL10 se encuentra expresado normalmente en citoplasma, mientras que en
linfomas MALT con la translocacion t(1;14) BCL10 también se expresa en el nucleo de las
células tumorales. Curiosamente, esta expresion de BCL10 nuclear también puede observarse
en linfomas MALT sin la translocacién t(1;14), aunque con menor intensidad. En estos casos la
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expresion se relaciona con la translocacion t(11;18). Los resultados sugieren un papel

oncogénico cuando BCL10 se localiza en el nucleo.

b.5. Enfermedad residual

La enfermedad residual (ER) hace referencia a la persistencia de una cantidad pequeia de
células malignas tras tratamiento con intencién curativa del cancer. Sin embargo, muchas
veces el numero de células patoldgicas es demasiado pequefio como para poder ser
detectadas en un estudio morfoldgico o citogenético, por lo que la técnica de PCR y las
técnicas de inmunofenotipo por citometria de flujo son las que presentan una mayor
sensibilidad, y por lo tanto, son las técnicas de eleccién en su deteccién. Se ha visto que la
persistencia de células tumorales después del tratamiento, aunque sea en tan poca cantidad,
puede constituir una fuente de recidiva.

Sélo dos investigadociones han estudiado la deteccion de ER en pacientes con linfoma MALT
gastrico tratado con quimioterapia (clorambucilo o cladribina). Dado que los casos incluidos
entre ambos estudios no llegan a 20, no pueden establecerse conclusiones consistentes al
respecto.

La realizacion de estudios de clonalidad en linfomas MALT gastricos resulta en la deteccion de
monoclonalidad en la mayor parte de los casos en el diagndstico, y en mas del 50% de los
pacientes con remision histolégica completa después del tratamiento erradicador de HP se
observa persistencia de poblaciones monoclonales mediante técnicas de PCR. Cuando se
utilizan métodos mas sensibles como la deteccion de la t(11;18) en linfocitos de la mucosa
gastrica, la poblacién residual del linfoma puede ser identificada incluso en ausencia de
monoclonalidad para IgH. Ello parece indicar que en estos pacientes, que en su mayoria se
encuentran en remision histolégica, la ER puede detectarse durante anos sin implicar recidiva

clinica. Al parecer, lo mismo se observa también en pacientes tratados con quimioterapia.
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4. Patogenia

Aunque la implicacién patogénica de HP ha sido ampliamente demostrada, hay otros factores
que contribuyen a la perpetuacion de la clona patogénica seleccionada en el proceso
infeccioso. Asi, después de la adquisicion de una respuesta inmune local se desarrolla una
respuesta centrofolicular que es mantenida de forma cronica, lo que aumenta la posibilidad de
alteraciones cromosémicas y mutaciones puesto que en el centro germinal tienen lugar, de
manera continua, fenédmenos de recombinacién génica. Las alteraciones genéticas resultantes
pueden dar lugar a una clona B neoplasica. La proliferacion de las células del linfoma es
mantenida, en las fases iniciales, por la respuesta inespecifica de las células tumorales a
autoantigenos y por la estimulacion de las células tumorales por las células T especificas para
la cepa de HP que ha desencadenado el proceso. La dependencia para su crecimiento de las
células T activadas especificas para el HP explica, al menos en parte, que estos linfomas
tengan escasa tendencia a diseminarse y que, en sus fases iniciales, un elevado porcentaje
respondan al tratamiento erradicador. No todos los linfomas MALT gastricos son igualmente
dependientes del HP para crecer. El 5% de linfomas MALT que adquieren la t(1;14) son
probablemente independientes del HP, suelen descubrirse en estadios avanzados y pueden
progresar hacia linfomas agresivos. El 30% de linfomas MALT que adquieren la translocacion
t(11;18) tienden a diseminarse con mas frecuencia de la habitual, son independientes del HP
pero raramente desarrollan linfomas agresivos. El 65% de linfomas MALT que no presentan
estas translocaciones puede presentar un desequilibrio alélico debido a trisomias 3, 12 y 18.
Estos casos tienen una menor tendencia a diseminarse y responden, en fases iniciales, al
tratamiento erradicador pero pueden progresar, hacerse independientes del HP y finalmente
transformarse en linfomas agresivos a través de la inactivacion de genes supresores de

tumores como p53 y CDKN2A.
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Figura 4.1. Resumen esquematico de las fases del desarrollo del linfoma MALT gastrico. De Isaacson PG
et al., Nat Rev Cancer, 2004'°

Por otro lado, la identificacién de los genes involucrados en estas translocaciones ha permitido
conocer la patogenia molecular del linfoma MALT. Asi, tanto la translocacion t(11;18) como la
t(1;14) influyen directamente sobre la via NF-kB, mientras que las trisomias 3, 12 y 18 actuan
por mecanismos diferentes al estimulo de esta via.

En la forma clasica de la via NF-kB, el factor de transcripcion NFKB es un heterodimero de p50
y p65. La subunidad p50 contiene el dominio de unién a las secuencias diana del DNA, y p65
(también conocida como RelA) contiene el dominio de transactivacion para el reclutamiento de
los coactivadores de la transcripcion. Hay diversos homélogos a p50 y p65, de manera que
existe una amplia familia de proteinas NFkB en funcion de las subunidades que constituyen la
proteina. La actividad de NFkB esta regulada a distintos niveles, el mas importante del cual es
su secuestro al citosol por las proteinas IkB. Unido a kB, NFkB no puede entrar en el nucleo, y
por tanto, no puede regular la expresion de genes. Distintas vias transductoras de sefales
pueden activar NFKB, induciendo la degradacion de IkB. La fosforilacion de IkB por actividad de
IKK provoca su union a complejos proteicos de ubiquitinizacién que provocan la degradacion

de IkB mediante la accion del proteasoma, con la liberacién y activacion de NFkB.
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NFkB es un punto en el que convergen una gran cantidad de estimulos y puede actuar tanto
induciendo como inhibiendo la apoptosis en funcién del contexto celular.

En los linfocitos B la sefalizacion iniciada en el receptor de células B (BCR) es necesaria para
la activacion y proliferacion de las células B maduras, y también es crucial en el desarrollo de
las células B1 y las células de la zona marginal. La activacién de la via empieza por la unién
del antigeno al BCR y como consecuencia de esta unidon se desencadenan una serie de
reacciones en las que participan CARMA 1 (o CARD11), BCL10 y MALT 1 que conducen a la
activacion de NFkB. Cuando NFkB es activo, promueve la expresiéon de genes relacionados
con supervivencia e inhibicion de la apoptosis de la célula, como son IAPs, c-FLIP, TRAF1-2 y

miembros de la familia de BCL2 como BCL-XL o A1.

XYY

H{11;18Mq21.021)

t{1;14)p22,q32) E
t{14: 18)q32:021) ﬁ
BCL1O g E

[oo]
-
CARD

B3

=,
&

Casp-L

asp-L
[CaspLH{EX19)

Casp-L

P MALT | AP12-MALT
1 1

Call activation

Proliferation

Survival

Lymphocyle effector functions

Ubiquitylation and
degradation

Figura 4.2. Esquema en el que se ilustra la via NF-kB, y en la que se relaciona con las translocaciones
observadas en el linfoma MALT. De Isaacson PG et al., Nat Rev Cancer, 2004
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B. LINFOCITOS T REGULADORES Y SU RELACION CON LA EVOLUCION DE LOS

LINFOMAS B

1. Introduccion

La unidad estructural basica del timo es el I6bulo, en el que se distinguen dos areas
morfolégicamente diferenciadas, el cortex y la médula, ambas constituidas por una mezcla
variable de células epiteliales y células linfoides (timocitos). En el cortex, las escasas células
epiteliales presentes se hallan enmascaradas por numerosos linfocitos. Por el contrario, la
médula contiene un nimero mayor de células epiteliales y pocos linfocitos. Ambas areas
constituyen el compartimento epitelial timico, lugar en el que tiene lugar la maduracion de los
linfocitos T en este érgano.

Asi pues, el timo juega un papel muy importante en la inmunidad celular. Durante el desarrollo
embrionario inicial, los protimocitos procedentes de la médula ésea entran en el timo y migran
hasta el cértex externo. Durante su proceso de maduracion los linfocitos aprenden a distinguir
lo propio de lo no propio y adquieren la habilidad de identificar antigenos mediante el
reconocimiento del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Cuando el timocito ha
madurado, viajan de la capa externa del cértex a la médula para pasar finalmente al torrente
circulatorio, donde funcionaran en la respuesta celular inmune como linfocitos T maduros
helper (CD4+) o citotéxicos (CD8+), induciendo, entre otros, procesos de citotoxicidad,

reacciones de hipersensibilidad y rechazo de trasplantes.

2. Desarrollo de células T

Como ya hemos mencionado, los progenitores linfoides timicos viajan desde la médula ésea al
timo, atraidos por algunos factores quimiotacticos. Estos progenitores expresan CD34 y la
enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) involucrada en la insercién de secuencias
de nucleétidos en la regidon N-terminal de los segmentos de las regiones variables D y J para

aumentar la diversidad de los receptores de células T (TCR). También expresan niveles
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elevados de la molécula de adhesion CD44, el receptor del factor de células madre (CD117)y
Notch (proteinas de la superficie celular que proporcionan sefiales en varios puntos clave
durante la diferenciacién del timocito y, por tanto, necesarias para condicionar el linaje de
células T). Pero en este estadio su falta de expresiéon de CD4 y CD8 hace que se designen
como timocitos doble negativos. Bajo la influencia de IL-1 y TNF, los progenitores se
diferencian en pro-timocitos, que sufren una proliferacién mediada por IL-7 para formar una
poblacién de células pre-T CD44+ CD117+. En esta fase, las células comienzan a expresar
diversas cadenas de TCR y luego se expanden; por ultimo, sintetizan CD3, el complejo de
transduccion de sefal invariante del TCR, y se convierten en doble positivas para CD4+ CD8+,
los marcadores de las subpoblaciones helper y citotdxica, respectivamente. Por ultimo, de
nuevo bajo la guia de las quimiocinas atraviesan la unién corticomedular y llegan a la médula
cuando los marcadores CD4 y CD8 se segregan junto con la diferenciacion en poblaciones
inmunocompetentes separadas de precursores simples positivos de células T helper CD4+y T
citotoxicas CD8+. La sefalizacion de Notch 1 esta involucrada en la maduracién de ambas
subpoblaciones, con los ligandos Notch 1, Jagged 1, Jagged 2 y 4-tipo-1 que se expresan en
las células epiteliales timicas de una manera muy regulada. Las células y® permanecen doble

negativas, excepto en el caso de un pequefo subconjunto que expresa CD8.

3. Adquisicion de la tolerancia inmune central: proceso de seleccién positiva y seleccion

negativa

La capacidad de las células T para reconocer los péptidos antigénicos en asociacion con el
CMH propio se desarrolla también en el timo. Las células epiteliales poseen un alto contenido
de moléculas de CMH en la superficie y, segun el criterio actual, las células doble positivas que
poseen receptores que reconocen con alta afinidad el CMH propio en las células epiteliales se
seleccionan de modo positivo para la diferenciacién en células simples positivas CD4+ o CD8+
(seleccién positiva). Por el contrario, las células que reaccionan contra el CMH propio son
eliminadas (las células que son autorreactivas sufren un proceso de seleccién negativa). Es

decir, la seleccion positiva favorece la produccion de células T anti-autoantigenos mientras que
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la seleccion negativa representa el mayor mecanismo de autotolerancia, siendo el desarrollo de
procesos autoinmunes el resultado si este mecanismo falla.

Unicamente un 3% de los precursores timicos sobrevive a esta doble seleccién. El resultado es
la obtencién de una poblacién de linfocitos T con receptores con afinidad baja o intermedia
para autoantigenos que deja el timo y ocupa los drganos linfoides. Curiosamente, esta
poblacién que fue seleccionada por su baja afinidad a los autoantigenos pronto se convierte en
la poblacion que responde a antigenos externos. Ello es posible porque el TCR puede
interaccionar con multiples péptidos por medio de la complementariedad a la vez que se
modifica para adaptarse a unas nuevas condiciones. Durante esta interaccién las moléculas de
lo propio y lo no propio son discriminadas por el sistema inmune para evitar una
autorreactividad que puede resultar desastrosa.

La restriccidon de cada linfocito contra una sola especificidad simplifica en gran medida el
trabajo de establecer la autotolerancia, simplemente porque apenas requiere un mecanismo
que anule desde el punto de vista funcional las células autorreactivas y deja el resto del
repertorio sin alteraciones. Ademas, dado que los antigenos externos no se encuentran en el
timo, los linfocitos T con alta afinidad para péptidos externos evaden el proceso de seleccion
negativa y escapan a la circulacién periférica hasta érganos y/o tejidos linfoides donde tendra
lugar el enfrentamiento, como resultado, por ejemplo, de la liberacién de citocinas producida en

un proceso infeccioso.

4. Tolerancia inmune periférica y linfocitos T reguladores (células Tregs)

Pero el sistema no es perfecto, y algunos linfocitos T con afinidad para autoantigenos, aunque
no lo suficientemente alta como para sufrir la seleccidén negativa, salen del timo. En la periferia,
esta afinidad intermedia si puede ser suficiente para desarrollar fendmenos autoinmunes.
Distintos mecanismos de regulacion en los que intervienen distintos subgrupos de células
supresoras forman la tolerancia inmune periférica, gracias a la cual enfermedades de tipo
autoinmune no tienen lugar, a no ser que existan muchas poblaciones de clones autoreactivos

en la poblacién de linfocitos T maduros.
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Uno de estos subgrupos de células supresoras lo constituyen las células Tregs. Esta poblacion,
inicialmente caracterizada por su expresion de CD4 y CD25, fue identificada en ratones sin
timo que desarrollaban multiples enfermedades de tipo autoinmune. Tras su nacimiento, en
estos animales tenian lugar procesos de tipo autoinmune multiples como insulinitis, tiroiditis,
gastritis, etcétera. También se observo que si a los ratones se les inyectaba linfocitos T CD4+
CD25+ los procesos autoinmunes cesaban. Asi, los experimentos indicaron que estas células

estaban envueltas directamente en procesos de autoinmunidad en ratones inmunodeficientes.

Las células Tregs representan entre un 5y un 10% de la poblacién de linfocitos T en adultos, y
previenen la autoinmunidad en individuos inmunocompetentes. Estos linfocitos CD4+ pueden o
no expresar CD25, por lo que esta proteina ha dejado de ser utilizada para identificar a esta
poblacién. Mas reciente es la observacion de que el factor de transcripcion FOXP3, miembro
de la familia forkhead de factores de transcripcion de DNA-binding, no sélo se expresa en esta
poblacién de células Tregs de forma especifica sino que es el principal efector de su funcién
supresora. Mutaciones en el gen FOXP3, localizado en Xq11.23-Xq13.3 del cromosoma X, es
causa de enfermedad fatal de tipo autoinmune en ratones y de sindrome IPEX (disregulacién
inmune, poliendocrinopatia, enteropatia y sindrome ligado al X) en humanos. En ambos casos
se produce un defecto en la activacion de células T y una disminucién de la poblacién Treg.

En estas células, ademas de FOXP3, se expresan otras moléculas de superficie como son
CTLA-4 y GITR, mientras que IL10 y TGF-B participan en mecanismos intrinsecos de
supres.ic’m18 . Por otro lado, la IL-2 es esencial para su crecimiento y supervivencia.
Paraddjicamente, ellas mismas no son capaces de producirla y dependen de otros tipos

celulares para conseguirlo.
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Figura B.4.1. Efectos del déficit de células T reguladoras en ratones y humanos.

En la actualidad se reconocen dos subpoblaciones de células Tregs en funcidn de su origen en

timo (naturales)(nTreg) o en periferia (inducidas)(iTreg). El pool periférico puede originarse por

estimulacion de células T CD4+ naive en presencia de TGF-f3, IL-2 y/o acido retinoico, que

inducen la expresion de FOXP3 en estas células. Con este mecanismo se consigue mantener

el pool de células Treg, aunque se piensa que funcionalmente son mas inestables que las

originadas en timo"”.
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Figura B.4.2 Diferenciacion de células T CD4+ naive

en células T efectoras o células T reguladoras.
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5. Células Tregs y cancer

Aunque inicialmente fue descrito el papel de las células Tregs en prevencion de fendmenos de
autoinmunidad, las células Tregs también juegan un papel importante en la supresion de la
inmunidad T celular cancer-especifica y por lo tanto contribuye a la progresion del tumor.
Numerosos estudios han demostrado que el numero de células Tregs en pacientes con cancer
en sangre periférica es superior al de la poblacion normal. Asimismo, este incremento se

asocia a un peor prondstico en mujeres con cancer de ovario en fases avanzadas, asi como

también en melanomas y tumores renales.

Figura B.4.3. Tumores ovaricos se
hallan infiltrados por células T
efectoras y por un exceso de células T
reguladoras. Estas ultimas impiden a
las células efectoras combatir el
tumor. Mediante la secrecion de
citocina CCL22 la célula tumoral atrae
a las células T reguladoras mediante
la unién a su receptor (CCR4).

Esta observacion ha llevado a intentar modular esta respuesta inmune mediante tratamientos
inmunomoduladores con IL-2 en algunos carcinomas de células renales metastaticos o
melanomas. De forma paraddjica, altas dosis de esta molécula, esencial para la supervivencia
y funcién de este tipo celular, inhibe o reduce el porcentaje de dichas células en pacientes que

alcanzan una remision completa de su enfermedad.

6. Células Tregs y linfoma

Recientemente, ha crecido el interés del papel del microambiente en la biologia de los linfomas.

De este modo, se ha podido observar que las células Tregs estan presentes también en
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cantidad variable en sangre periférica y en biopsias de pacientes con linfoma como parte de su
microambiente. Al igual que en los tumores soélidos, en el caso de las neoplasias
hematopoyéticas de forma natural se desarrolla una respuesta T celular para hacer frente al
tumor y su papel en este caso es el de inhibir esta respuesta mediante la proliferacion y la
produccion de citocinas o granulos que inhiben esta barrera; es decir, mantienen su funcion
inmunoreguladora. Asimismo, el propio tumor es capaz de inducir la atraccion de células Tregs
a estos tejidos patolégicos mediante la produccion de citocinas, asi como la adquisicion de una
funcién inmunoreguladora de la poblacién T CD4+CD25- con la induccién de la expresién de
FOXP3 en estas células mediante su expresion de CD70 y la interaccion de CD27 y CD70%.
Como resultado, el tumor escapa de la inmunidad induciendo una funcidn supresora en células
T CD4+CD25- y por tanto generando un gran microambiente inmunosupresivo.

Todos estos estudios han proliferado tras el desarrollo de anticuerpos que funcionan bien en
tejidos parafinados. Asi, se caracteriz6 la expresién de FOXP3 en tejidos normales humanos,
en los que esta expresion se observa restringida en linfocitos TCD4+CD25+, CD8+ y
CD8+CD25-, presentes en area interfolicular y centros germinales en amigdala, zona del
manto, centro germinal y foliculos secundarios de ganglios, vainas periarteriolares esplénicas,

médula de timo fetal y maduro, y médula 6sea’®.

En cuanto a la implicacién prondstica de esta poblacién celular, los resultados en la literatura
son ampliamente variables en funcién de los trabajos y segun el tipo de linfoma estudiado,
pudiendo tener su presencia un efecto beneficioso o perjudicial segun los casos. Asimismo,
parece que no solo es importante su presencia sino también cémo se distribuyen en los tejidos.
Uno de los linfomas mas estudiados desde el punto de vista del microambiente es el linfoma
folicular. En este tipo de linfoma, se ha visto que, ademas, el prondstico es terapia
dependiente. En el presente estudio se ha observado que su patrén de distribucién tiene valor
prondstico negativo.

Aparte del linfoma folicular, existen en la literatura varios trabajos estudiando el papel de estas
células en otros procesos linfoproliferativos. Asi, Alvaro y colaboradores® demostraron la
presencia de Tregs como parte del componente reactivo acompafiante caracteristico del

linfoma de Hodgkin mediante estudio inmunohistoquimico para FOXP3. En dicho trabajo
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observaron que la presencia de células TIA1+ y FOXP3+ en el infiltrado se asociaba con una
mejor supervivencia, mientras que Beyery colaboradores*® observan un incremento de células
Tregs en sangre periférica y medular de pacientes con mieloma multiple y MGUS, sobretodo a
expensas del compartimiento periférico.

En todos estos trabajos, FOXP3 identifica una poblacion de linfocitos T reactivos presentes en
el microambiente. Pero FOXP3 se encuentra expresado en baja una proporcion de casos de

linfoma/leucemia T del adulto, con un peor pronéstico‘”.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los linfomas MALT gastricos se desarrollan en el contexto de una respuesta inmune local
asociada a una infeccion por HP en aproximadamente el 70-80% de los casos, lo que implica la
aparicion de un tejido MALT organizado que, en condiciones normales, no se halla presente en
estémago1'5. Esta respuesta inmune esta constituida por linfocitos B y T, asi como por
neutrofilos, siendo las células T especificas de HP las responsables, una vez establecida la
infeccion, del estimulo cronico y mantenido de las células linfoides B componentes de este
tejido MALT. En un momento determinado del proceso, las células linfoides B sufren dafios en
su estructura de DNA, dando lugar a una clona de linfocitos B que se expande y constituye
finalmente un linfoma B de tipo MALT. Clinicamente, la induccién de remisiones tras
tratamiento antibiotico contra HP en casos sin alteraciones citogenéticas asociadas ilustra la

importancia de este mecanismo inmunopatogénico.

Por otro lado, en los ultimos afios ha crecido el interés por conocer el papel del microambiente
en los linfomas. En el caso concreto del linfoma MALT, ya hemos visto que el microambiente es
decisivo en la respuesta a la infeccién. De entre todos los tipos de linfocitos T que intervienen
en este proceso nos hemos interesados por las células T reguladoras. Se trata de un subtipo
de linfocitos T CD4+ que expresan de forma caracteristica FOXP3, y que en el contexto de
cancer se ha visto que cumplen una funcién supresora de la respuesta inmune antitumoral por
diferentes mecanismos, como a través de la activacion del TCR, el contacto celular

(interacciones célula-célula) o por la produccién de TGF'™

. Ademas, estas células pueden ser
reclutadas por las propias células tumorales a través de la secrecion de citoquinas (CCL17 y
CCL22)42. Su presencia se asocia en la mayor parte de los casos a un mal prondstico. En

algunos trabajos relacionados con los procesos linfoproliferativos se describe, ademas, que no

solo es importante su presencia sino también su distribucion arquitecturalss.
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Figura 2.1. Modelo esquematico que muestra los distintos mecanismos de reclutamiento de células T
reguladoras en relacién a los infiltrados tumorales (From Beyer M and Schultze JL in Regulatory T cells in

cancer)®.

Asi pues, nuestra hipétesis de trabajo se fundamenta en que las células T reguladoras pueden
desempefiar un papel importante en la patogenia del linfoma MALT gastrico, influyendo de
forma directa en la interaccidn entre los linfocitos B neoplasicos y las células T especificas de
HP. Ademas, pensamos que la presencia intratumoral de células T reguladoras FOXP3+ puede
variar en el momento del diagnéstico en funcién de la presencia o no de infeccién por HP, o
incluso en funcion de la presencia de alteraciones genéticas recurrentes. En este contexto,
resulta interesante evaluar la respuesta a los diferentes tratamientos en funcién de la presencia
0 no de estas células en cada caso. Ademas, es posible que este patrén de infiltracion

intratumoral por células T reguladoras varie en el curso de la enfermedad.
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3. OBJETIVOS

General:
= Caracterizacion de las células T reguladoras intratumorales en una serie consecutiva
de pacientes con linfoma MALT gastrico en el momento del diagndstico y durante el

seguimiento, identificadas mediante técnica inmunohistoquimica de FOXP3.

Especificos:

1. Describir la distribucion de las células T reguladoras en linfomas MALT gastricos.

2. Comparar los resultados obtenidos con otros procesos gastricos, como la gastritis
cronica y el linfoma difuso de célula B grande de estdmago, para ampliar
conocimientos sobre la biologia del linfoma MALT gastrico.

3. Conocer la posible influencia del microambiente, mediante la cuantificacién de células
CD3+ y FOXP3+, en la respuesta al tratamiento.

4. Determinar la evolucion de las células B tumorales identificadas mediante tincion de
CD20 y de células del microambiente mediante determinacion de CD3 y FOXP3 en

funcion de los tratamientos administrados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Diseino del estudio/Esquema de trabajo

En este trabajo hemos realizado un estudio observacional y descriptivo, retrospectivo y
prospectivo, en el que se han considerado dos fases principales, la del diagndstico y la del
seguimiento posterior.

En todas las biopsias del diagnéstico se ha efectuado:

1. Estudio morfolégico e inmunohistoquimico
2. Estudios de clonalidad del receptor de células B

3. Estudio de alteraciones citogenéticas

En todas las biopsias correspondientes al seguimiento de los pacientes se han llevado a cabo
los mismos estudios con el fin de determinar la presencia o no de enfermedad residual. El
estudio morfolégico e inmunohistoquimico se ha realizado en las muestras parafinadas
mientras que, al disponer también en este caso de muestras congeladas, tanto los estudios de
clonalidad como los estudios de deteccion de la translocacién t(11;18)(q21;921) por técnicas de
PCR (RT-PCR de la t(11;18)(g21;921)) en casos positivos al diagnéstico,se han realizado en
las muestras congeladas de que disponiamos siempre que ha sido posible, ya que se supone
que la calidad del DNA en este material es superior que en las muestras parafinadas.
Asimismo, los productos de PCR se han analizado en un secuenciador automatico mediante
electroforesis capilar. En este caso hemos comparado el tamafo de los productos amplificados
de las muestras de seguimiento con los de la muestra en el momento del diagnéstico. Ademas,
para confirmar que la clona detectada es la misma que en el diagnéstico, se ha procedido a
secuenciar estos productos de PCR para estudiar o descartar una posible evoluciéon clonal de

las células tumorales.
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4.1.2. Poblacion de estudio

En el estudio se han incluido muestras de 35 pacientes con diagnéstico de linfoma de la zona
marginal extranodal gastrico (tipo MALT) segun criterios OMS* en nuestro centro en el periodo
2000-2008, con material disponible para revision tanto del diagnéstico como de los
seguimientos posteriores.

Las caracteristicas clinicas de estos pacientes quedan resumidas en la tabla 4.1.2.1. Su
mediana de edad ha sido de 64 afios (rango, 32 a 83 afios), con un 54% de hombres. A
destacar que 32 pacientes (91%) tenian enfermedad gastrica localizada, 23 en estadio | y 9 en
estadio Il de Lugano. En el momento de empezar el estudio, se ha visto que en 17 casos (49%)
el linfoma estaba relacionado con infeccion por H. pylori. En 10 de los 35 casos (29%) se ha
observado la presencia de la translocacion t(11;18)(q21;921) en el momento del diagnéstico. Si
bien en 12 casos (34%) se ha observado que las células tumorales presentan expresion
nuclear de BCL10, en dos de ellos esta expresion no se ha visto asociada a las translocaciones
t(11;18)(q21;921) o t(1;14). En cuanto al tratamiento recibido, el nimero y tipo de tratamientos
administrados a los pacientes incluidos en el estudio corresponden a los habituales en la
practica clinica o bien se han administrado en el contexto de ensayos clinicos, y aparecen
resumidos en la tabla 4.1.2.2. Cabe destacar que 12 pacientes en el momento de entrar en el
estudio ya habian sido tratados en otros centros con terapia erradicadora contra H. pylori como

terapia unica.

Numero de pacientes 35
Mediana de edad (rango) 64 (32-83)
Sexo
Masculino 19 (54%)
Femenino 16 (46%)
Estadio de Lugano
I 23 (66%)
I 9 (26%)
v 3(9%)
Sintomas B 2 (6%)
H. pylori 17 (49%)
1(11;18)(932;932) 10 (29%) Tabla 4.1.2.1. Caracteristicas clinicas de
Expresion nuclear de BCL-10 12 (34%) los pacientes con linfoma MALT gastrico.
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Numero de tratamientos por paciente

1 32
2 5
3 1
NR* 3

Tipo de tratamiento

Terapia erradicadora anti-HP 12

Quimioterapia sola o en combinacion sin rituximab 5

Rituximab solo o en combinacién con quimioterapia tipo CHOP 4

Fludarabina 8

Fludarabina o bendamustina con Rituximab 9 ;:g;;g:{ozézéglnf{:iesﬁazgsg (Ijoes
1 pacientes incluidos en el estudio.

Interferén/ribavirina

*NR, tratamiento no realizado

4.1.3 Muestras de estudio

Para la realizacién de este estudio hemos utilizado todas las biopsias gastricas obtenidas de
cada uno de los pacientes en el diagnéstico y seguimientos posteriores. Estas biopsias han
sido fijadas en formol y parafinadas para su conservacion permanente segun el protocolo
descrito en el apartado 4.2.2. Las muestras correspondientes al seguimiento se han obtenido
en forma de muestreo de mucosa patolégica o de la zona patoldgica inicial en los casos sin
patologia en ese momento. Se han cogido dos muestras en paralelo de cada una de las zonas
de interés, procesandose una de igual forma que en el estudio inicial (fijacion en formol y
parafinacion), y la otra se ha congelado en OCT. Como se supone que el DNA se halla mejor
preservado en muestras congeladas que en muestras parafinadas, en el seguimiento se han
utilizado las muestras congeladas para los estudios moleculares y las muestras en parafina

para el estudio morfolégico y el estudio inmunohistoquimico.
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4.2. METODOS
4.2.1. Obtencion de la muestra

Las muestras correspondientes a mucosa gastrica han sido obtenidas mediante endoscopia

digestiva alta.
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Figura 4.2.1. Imagen endoscopica de una de las
lesiones gastricas biopsiadas macroscopicament
en forma de placa de aspecto ulcerado y con
depésito de fibrina. ¥

4.2.2. Procesado de las muestras

4.2.2.1. Protocolo de fijacién

Las biopsias gastricas se han fijado en formaldehido al 4% durante 10 horas aproximadamente.
El formaldehido al 4% se obtiene a partir de un formaldehido concentrado al 37 % con un
tampon pH 7 y se estabiliza con metanol (UN 2209, Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia).
Para la obtencion de 2 litros de formaldehido al 4% se diluyen 0,216 litros de formaldehido al
37% con 1,784 litros de agua destilada.

El objetivo de la fijacion es bloquear la degradacién del tejido y mantener al maximo la

estructura del DNA asi como facilitar la inclusion, los cortes y la tincidn de los tejidos.
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4.2.2.2. Protocolo de inclusion en parafina

Se ha procesado el tejido de forma automatica durante 11,30 horas en el procesador de tejidos

(Tissue-Tek® V.I.P. ™ 2000, Miles Inc., Elkhart, Indiana) (Tabla 4.2.2).

Programa Rutina Diaria Solucién Tiempo
1 Alcohol formol 2 horas
2 Alcohol 70° 2 horas
3 Alcohol 70° 30 min
4 Alcohol 96° 30 min
5 Alcohol 96° 45 min
6 Alcohol ABS 45 min
7 Alcohol ABS 45 min
8 Xilol 45 min
9 Xilol 45 min
10 Xilol 45 min
11 Parafina 30 min
12 Parafina 30 min
13 Parafina 30 min
Tabla 4.2.2. Protocolo del programa de inclusién en
14 Parafina 30 min parafina.

4.2.2.3. Preparacion de los bloques de parafina

Una vez procesada la muestra, se han realizado los bloques de parafina en la estacién de
trabajo (Tissue-Tek® TEC™ 5 Tissue Embedding Console System, Sakura Finetek USA, Inc.,
Torrance, CA). Para ello, hemos requerido un molde adecuado al tamafo de la biopsia, que
hemos rellenado de parafina liquida. A continuacion, y tras extraer la biopsia del casete, la
hemos introducido en el molde donde ha sido orientada adecuadamente y se ha terminado de
rellenarlo con parafina. Lo hemos dejado unos minutos hasta la perfecta solidificacion de la

parafina, y una vez terminado este proceso, el bloque ya esta listo para ser cortado.
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4.2.2.3.1. Corte de los bloques de parafina para el diagndstico histolégico e

inmunohistoquimico

Se cortan los bloques parafinados con un microtromo (Rohezy Microtome HM325, Microm
Laborgerate GMBH, Walldosf, Alemania) a 3 ym de grosor. El corte histologico es tefiido con
Hematoxilina-Eosina.

Para la realizacién del estudio inmunohistoquimico y de FISH se han realizado cortes del
bloque de parafina mas representativo (con mas patologia) de cada una de las biopsias
gastricas de los enfermos del estudio y, a diferencia del estudio morfoldgico, se han utilizado
portaobjetos tratados con carga electrostatica (portaobjetos superfrost plus) (Thermo scientific,

Braunschweig).

4.2.3. Evaluacion de las biopsias gastricas

Una vez disponemos de los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina, hemos realizado su
estudio morfolégico para decidir en cual de ellos la patologia a estudio se encontraba mas
representada. El estudio inmunohistoquimico se ha realizado del bloque correspondiente al
corte escogido.

Antes de aplicar la técnica, los cortes histolégicos se han depositado en una estufa a 65° C
durante 1 hora como minimo, y a continuacion se ha procedido a desparafinar e hidratar el
tejido sumergiéndolo en xilol y, posteriormente, en un gradiente de alcoholes hasta H,O

destilada.

Pueden consultarse los anticuerpos que hemos utilizado en este estudio en la tabla 4.2.3.

Anticuerpo Clona Dilucién Desenmascaramiento Casa comercial
CD79a JCB117 1:100 EDTA pH9 DAKO

CD20 L26 1:800 EDTA pH9 DAKO

CD3 F7.2.38 1:50 EDTA pH9 Novocastra
CD43 DF-T1 1:50 Citrato pH6 DAKO
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CD4 1F6 1:20 EDTA pH9 Novocastra

CD68 PG-M1 1:100 EDTA pH9 DAKO

FOXP3 236A/E7 1:100 EDTA pH9 eBioscience

BCL10 151.1 MBL Medical and

Biological Laboratories

PD1 1:2 Citrato pH6 CNIO

Ki67 MIB-1 1:100 Citrato pH6 DAKO

Kappa Policlonal 1:50000 Citrato pH6 DAKO

Lambda Policlonal 1:50000 Citrato pH6 DAKO

Tabla 4.2.3. Detalle de los anticuerpos utilizados en este estudio, clona, diluciéon, método de

desenmascaramiento y casa comercial.

4.2.4. Técnica inmunohistoquimica

Este estudio se ha llevado a cabo mediante el sistema EnVision Plus (Dako, Glostrup,
Denmark). Se trata de un sistema mas sensible y corto, que elimina el problema de la biotina
endogena.

Los pasos basicos de la técnica son: desenmascaramiento antigénico, inhibiciéon de la
peroxidasa enddgena, incubacion con el anticuerpo primario y un sistema de visualizacion o

revelado.

4.2.4.1. Desenmascaramiento antigénico

Es un paso indispensable para recuperar los epitopos antigénicos, ya que el formol con el que
el tejido ha estado fijado ha producido una reticulacién de las proteinas y un exceso de uniones
aldehido. Se produce desenmascaramiento antigénico mediante calor o con la ayuda de
enzimas. Cada anticuerpo ha sido sometido con anterioridad a una bateria de diferentes
condiciones de desenmascaramiento para determinar cual es la que proporciona los resultados
6ptimos para cada anticuerpo de forma individual.

Actualmente, este paso se realiza de forma automatizada en un contenedor Ptlink (Dako,

Glostrup, Denmarck) que dispone de dos tanques para colocar los diferentes tampones (Citrato

39



pH6 y EDTA pH9), que dependeran del anticuerpo a estudiar (ver tabla 4.2.3). Se han colocado
los racks con las laminillas en su interior y se ha activado el programa de 95° C durante 20
minutos. Una vez finalizado el ciclo se han colocado los racks en tampén de lavado durante 5

minutos como minimo.

4.2.4.2. Inhibicién de la peroxidasa endégena e incubacion del anticuerpo primario

Este paso también se realiza de forma automatizada mediante el sistema Autostainer Plus Link
de la casa comercial Dako (Dako, Glostrup, Denmarck).

La dilucion que se ha empleado para los distintos anticuerpos puede verse en la tabla 4.2.3.

4.2.4.3. Sistema de visualizacion

El sistema de visualizacion empleado ha sido Envision Flex (DAKO) en el que se produce la
unién del anticuerpo primario con un polimero de dextrano inerte conjugado con la enzima
peroxidasa de rabano. La incubacion es de 20 minutos. El sustrato cromégeno utilizado para el
revelado de la inmunotincién ha sido Diamino Benzidina (DAB).

Se ha finalizado el proceso con una coloracion de contraste con Hematoxilina de Mayer, con
tiempo de incubacion de 2 minutos.

A partir de aqui, el proceso se ha efectuado manualmente. Las preparaciones se han lavado
con agua corriente (minimo 2 veces, 5 minutos cada vez), y se han deshidratado con gradiente
creciente de alcoholes hasta xilol.

Por ultimo se ha procedido al montaje permanente de las preparaciones con DPX en una

maquina montadora Leica CV 5030.

El numero de células CD20+ y FOXP3+ ha sido cuantificado mediante un ocular micrométrico

(WPK 10xmn) que tiene una cuadricula de 1 mm? dividida en 100 cuadrados.
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4.2.5. Estudios moleculares

4.2.5.1. Extraccion de DNA de las muestras parafinadas

Para ello se ha utilizado una seccién completa de la biopsia en estudio y se ha realizado
mediante el kit QlAamp de tejidos (QIAGEN, Hilden, Germany), de dos dias de duracion, que

consiste en:

Primer dia:

- Realizar dos secciones de 15 ym cada una, del bloque de parafina y ponerlas en un tubo
eppendorf.

- Afadir 1.200 pl de xileno y agitar vigorosamente con el fin de extraer la parafina.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Extraer el sobrenadante con una pipeta.

- Afadir 1.200 pl de etanol absoluto al pellet para extraer el xileno residual y mezclar la
agitacion. Centrifugar 5 minutos a 10.000 rpm. Extraer el sobrenadante con una pipeta.

- Incubar con el tubo abierto a 37° C de 10 a 15 minutos hasta que el etanol se haya evaporado
del pellet.

- Resuspender el pellet en 180 ul del tampodn de lisis tisular ATL incluido en el Kit QlAamp de
tejidos.

- Afadir 20 ul de Proteinasa K, mezclarlo bien e incubar a 55° C toda la noche en un bafio de

agitacion hasta que el tejido quede bien lisado.

Segundo dia:

- Poner el bafio seco antes de empezar a 70° C.

- Anadir 200 pl del tampén de lisis AL incluido en el kit QlAamp de tejidos, mezclar e incubar a
70° C durante 10 minutos para conseguir una solucion homogénea.

- En este paso la muestra tiene que estar homogeneizada, si bien a veces se puede formar un
precipitado blanco que en algunos casos se disuelve incubando a 70° C. De todos modos el

precipitado no interfiere en los pasos posteriores.
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- Anadir 210 ul de etanol absoluto y mezclar bien.

- Poner una columna QlAamp en un tubo de 2 ml (proporcionada por el kit). Con mucho
cuidado, afiadir la mezcla anterior dentro de la columna y centrifugar a 8.000 rpm durante 1
minuto.

- Poner la columna en un tubo de 2 ml nuevo y descartar el tubo que contiene el filtrado. Abrir
la columna y afadir 500 pl de tampon AW1 del kit QlAamp de tejidos. Centrifugar a 8.000 rpm
durante 1 minuto, y volver a poner la columna dentro de un tubo nuevo de 2 ml.

- Abrir de nuevo la columna y afiadir otra vez 500 ul de tampén AW?2 del kit QlAamp de tejidos.
Centrifugar a maxima velocidad durante 3 minutos.

- Volver a poner la columna en un tubo nuevo, abrirla y eludir el DNA una vez con 100 pl de
agua destilada precalentada a 70° C.

- Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto.

- La muestra eluida en el eppendorf contendra el DNA.

4.2.5.2. Extraccion de DNA de las muestras congeladas

Para ello se ha utilizado una secciéon completa de la biopsia en estudio y se ha realizado
mediante el kit QlAamp de tejidos (QIAGEN, Hilden, Germany), de dos dias de duracién, que

consiste en:

Primer dia:

- Realizar dos secciones de 15 uym del tejido congelado con OCT y ponerlas en un tubo
eppendorf.

- Afadir 1.200 ul de PBS y agitar vigorosamente con el fin de lavar la muestra de OCT.

- Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Extraer el sobrenadante con una pipeta.

- Resuspender el pellet en 180 ul del tampodn de lisis tisular ATL incluido en el Kit QlAamp de
tejidos.

- Afadir 20 ul de Proteinasa K, mezclarlo bien e incubar a 55° C toda la noche en un bano de

agitacion hasta que el tejido quede bien lisado.
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Segundo dia: El procedimiento es el mismo que el que se realiza para el tejido parafinado

(Apartado 4.2.5.1)

4.2.5.3. Lectura de DNA en el espectofotémetro Nanodrop ND-1000

Para determinar la concentracion de DNA (o de RNA) de la muestra eluida obtenida con el
procedimiento anterior, hemos realizado su lectura en el espectrofotémetro Nanodrop ND-1000.

Para ello, hemos seguido los siguientes pasos:

1. Hemos limpiado las superficies Opticas superior e inferior del sistema de retencion de la
muestra del microespectrometro. Para ello hemos puesto 1ul de agua destilada en la
superficie optica inferior y bajado el brazo superior, con lo que se han lavado ambas
superficies opticas. Posteriormente, hemos subido el brazo y lo hemos secado con un
pafuelo de papel.

2. Hemos abierto el programa informatico del Nanodrop ND-1000 y hemos seleccionado
el apartado correspondiente a muestras de DNA (o RNA en su defecto).

3. Hemos iniciado el programa poniendo 1ul de agua limpia en la superficie éptica inferior,
hemos bajado el brazo y seleccionado inicialize en el software del Nanodrop ND-1000.
Cuando la inicializacidon ha sido completa, hemos limpiado ambas superficies 6pticas
con un panuelo de papel.

4. Hemos realizado el blanco poniendo 1ul de agua destilada en la superficie optica
inferior y seleccionado blank en el software del Nanodrop ND-1000. Cuando hemos
hecho el blanco, hemos limpiado ambas superficies dpticas con un pafiuelo de papel.

5. Medimos nuestra muestra poniendo 1ul de la misma en la superficie optica inferior y
seleccionamos measure en el software del Nanodrop ND-1000. Hemos procedido a
limpiar ambas superficies una vez terminada la lectura. Dicha lectura ha sido

expresada en el programa en forma de concentracion ng/ml o bien mediante una ratio.
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4.2.5.4. Extraccion de RNA de las muestras congeladas

La técnica queda resumida en los siguientes pasos:

- Hemos realizado un corte del bloque de material congelado con OCT y hemos afiadido 1 ml
de Trizol al tejido.

- Hemos pasado esta solucién unas 15-20 veces por una jeringa de 2 ml con una aguja de
20G. Cuando la solucién ha resultado ser muy viscosa, hemos afiadido un poco mas de Trizol.
- Lo hemos dejado como minimo 5 minutos a 4° C, para permitir la completa disociacién de los
complejos proteinicos-acido nucleicos.

- Hemos afadido 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol utilizado. Posteriormente, hemos
agitado vigorosamente durante 15 segundos y lo hemos dejado nuevamente en gel durante 5
minutos (minimo).

- Hemos centrifugado a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4° C. En este paso se han formado
dos fases: una fase inferior, que es organica y contiene DNA y proteinas, y una fase superior,
que es acuosa y contiene RNA.

- Hemos transferido con mucho cuidado la fase acuosa en un nuevo eppendorf estéril. Hemos
afiadido un volumen igual de isopropanol (2-propanol), aproximadamente 600 ul. Hemos
mezclado por inversion y dejado las muestras durante 10 minutos a 4° C (minimo). En este
paso, si no nos ha sido posible continuar, hemos conseguido detener el proceso dejando la
muestra a -20° C hasta el dia siguiente.

- Hemos centrifugado a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4° C. EI RNA ha formado un
precipitado blanco (muy pequefio) en el fondo del tubo eppendorf, por lo que hemos tirado el
sobrenadante con mucho cuidado de no perder el precipitado blanco.

- Hemos realizado 2 lavados con etanol 75% preparado con H,O DEPC a 10.000 rpm durante 5
minutos a 4° C, y tirado el sobrenadante después de cada lavado.

- Hemos dejado secar el precipitado blanco poniendo los tubos boca abajo sobre un kleenex un
minimo de 30 minutos.

- Hemos afiadido 40 pl de H,O DEPC y dejado que se disolviera el pellet a 4° C un minimo de

30 minutos.
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- Finalmente, hemos leido la concentracion del RNA en un Nanodrop (ND-1000). En este caso
los pasos han sido los mismos que en el apartado anterior (apartado 4.2.5.3) pero
seleccionando la opcion del programa del Nanodrop ND-1000 correspondiente a lectura de

muestras RNA.

4.2.5.5. Técnica de la retrotranscripcion (obtencion de cDNA a partir de RNA)

En primer lugar hemos preparado el reactivo MIX. Este reactivo puede prepararse con
anterioridad y ser congelado hasta el momento de su utilizacion.
Para la preparacion de un volumen de 1.000 pyL hemos utilizado H,O DEPC, Tampon 5x first

strand, DTT 0.1M, dNTPs 25mM y Pd(N)s 5mg/mL, segun las cantidades indicadas en la tabla

4.25.

REACTIVOS MIX Vf=1.000 pl

H,O DEPC 420

Tampén 5x first strand 428

DTT 0.1M 21,5

dNTPs 25 mM 85,5 .
Tabla 4.2.5. Detalle de los componentes y cantidades

Pd(N)s 5mg/mL 45 de cada uno del MIX para la técnica de la
retrotranscripcion para un volumen final de 1.000 pl.

Una vez preparado el reactivo MIX, este ha sido alicuotado en un volumen de 175 pl y
congelado a -20° C. Cada una de estas alicuotas nos ha servido posteriormente para procesar

8 muestras.

En el momento de hacer la retrotranscripcion (cDNA) hemos descongelado una de las alicuotas
previamente preparadas, y le hemos afiadido 12 yl de M-ML VRT (200 U/ pyL) y 6 yL RNA sin
(40/ pL).

Por otro lado, segun la concentracion de RNA de la muestra (que hemos leido segun lo
especificado en el apartado 4.2.5.3) hemos cogido el volumen equivalente a 1 yg de RNA vy le

hemos afiadido un volumen de H,O DEPC necesario para obtener un volumen total de 19 pL.
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Esta mezcla RNA y de H,O DEPC se ha centrifugado un pulso y puesto en el termociclador 5
minutos a 65° C.

Para finalizar, a los 19 uL de la mezcla RNA+ H,O DEPC se ha afiadido 21 uL del preparado
de reactivo MIX, y se ha dejado a 37° C durante las dos primeras horas y a 65° C los siguientes

10 minutos. Posteriormente se ha guardado a -20°C.

4.2.5.6. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite la sintesis y amplificacion de las secuencias especificas de la doble
cadena de DNA in vitro. Esta técnica se basa en una de las caracteristicas de la DNA
polimerasa, que trabaja unicamente en direccién 5’ a 3'. Para iniciarla hemos colocado en el

tubo de trabajo todos los componentes, que son:

- los 4 nucleétidos (ANTPs) con una concentracion 6ptima de tampén de cloruro de
magnesio (MgCly),

- los primers o cebadores, que corresponden a secuencias de DNA monocatenario de
entre 15y 30 pares de bases (pb) que se unen al extremo 5’ de la cadena de DNA que
se copiara y que serviran de inicio para copiar las nuevas cadenas a partir de su
extremo 3’ libre.

- Por ultimo, se afiade la Taq ADN polimerasa (AmpliTag Gold, Applied Biosystems,
Foster City, CA), que se unira al extremo 3’ de los primers a partir de los cuales se

copiara la cadena de DNA.

La Taq polimerasa fue aislada de la bacteria Thermophilus Aquaticus, es estable al

calor y su una temperatura éptima de trabajo es de 72° C.

Cada muestra se ha preparado por duplicado y, ademas, se ha incluido:

- un control negativo, que contiene 1 pl de H,O sin DNA, y

- un control positivo, que contiene de 1 a 5 yl de ADN
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Se ha puesto en marcha el termociclador automatizado cerrado (Applied Biosystems, Foster
City, CA) y en el momento en que éste ha indicado una temperatura de 95° C se han colocado
los tubos de trabajo preparados segun especificacion previa.
En el termociclador han pasado por varias etapas o ciclos repetitivos, cada uno de ellos
integrado por 3 reacciones que se diferencian en la temperatura de trabajo y el tiempo de
incubacion:
- Primera etapa o desnaturalizacién: a alta temperatura, 94-95° C, para desnaturalizar la
doble cadena de ADN en cadenas simples.
- Segunda etapa o hibridacion: a temperatura relativamente baja, 50-70° C, en la que se
producira la hibridacién de los primers con las secuencias complementarias del ADN.
- Tercera etapa o extension: a una temperatura intermedia, 72° C, que corresponde a la
temperatura 6ptima de trabajo de la Taq polimerasa. En esta etapa se producira la

sintesis de nuevas cadenas de DNA a partir del extremo 3’ de los primers hibridados.

Una caracteristica importante de la PCR es que todas las secuencias de DNA serviran
posteriormente para la sintesis de otras cadenas nuevas de DNA en los ciclos posteriores.
Normalmente los ciclos se repiten de 30 a 40 veces, precedidos de 10 minutos a 95°C y

terminados por 10 minutos a 72° C.
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Tac polimerasa

Figura 4.2.5.6. llustracién esquematica de
la amplificacién exponencial en la técnica de
PCR de Medeiros LJ y Carr J*.
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Una vez finalizada la amplificacién, hemos sacado los tubos del termociclador y los hemos
mantenido a 4° C hasta que hemos analizado el producto de la reaccion en un gel de agarosa o

mediante electroforesis capilar.

4.2.5.6.1. PCR Control de calidad del DNA obtenido

Dado que el DNA extraido de muestras parafinadas suele ser de menor calidad en
comparacion con las muestras procesadas en fresco o congeladas, es fundamental estudiar la
integridad y amplificabilidad del DNA con el que trabajamos, es decir, cual es el tamafio
maximo de los productos que podremos amplificar con el DNA de que disponemos. Para ello
hemos utilizado el protocolo multiplex BIOMED-2 Control Gene tube, en el que se han realizado
productos de PCR de 100, 200, 300, 400 y 600 pb. Por debajo de 300 pb, la calidad del DNA
no es muy buena, por lo que el resultado del estudio de clonalidad sera poco creible.

Para realizar esta PCR hemos necesitado un volumen final de 50 ul a partir de una mezcla de

reaccion de PCR de 49 uly 1 ul de ADN.

Para preparar la mezcla de reaccion de PCR, hemos requerido los elementos detallados en la

tabla 4.2.5.6.1.1

Mix 1x
Tpx10 sin MgCl, 5
MgCl, 25 mM 4
dNTP 2 mM 5
Primer Mix 1
H0 3375 Tabla 4.2.5.6.1.1. Detalle de los componentes y cantidades del
Taq Gold 0.25 MIX que se requieren para la técnica de la PCR de control de
' calidad para cada muestra.
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El Primer Mix lo hemos preparado con anterioridad (estara congelado a —20° C en alicuotas de
50 o 100 pl) y consiste en una mezcla equimolar de los10 primers necesarios para la PCR a

una concentracion 10uM . Por cada muestra estudiada hemos necesitado 1ul de esta mezcla.

A continuacién hemos iniciado el programa de PCR del termociclador 2700 (Applied

Biosystems, Foster City, CA) segun las condiciones especificadas en la tabla Tabla 4.2.5.6.1.2

N° ciclos Temperatura Tiempo
95°C 10 min
95° C 45 seg
40 60° C 45 seg
72°C 90 seg Tabla 4.2.5.6.1.2. Condiciones de la PCR de
720C 170 min control de calidad realizada con el termociclador
2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Finalmente, los productos de la PCR se han analizado mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 2%.

Figura 4.2.5.6.1. Ejemplo del resultado de la PCR de control de calidad.
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4.2.5.7. Analisis de la translocacién t(11;18)(q21;921) por RT-PCR

Con el fin de amplificar el reordenamiento del producto de la translocacion t(11;18), API2-

MALT1, hemos realizado una PCR con un volumen final de 50 pl a partir de una mezcla de

reaccion de PCR de 49 ply 1 pl de cDNA.

Para preparar la mezcla de reaccion de PCR, hemos requerido los elementos detallados en la

tabla 4.2.5.7.1.

Mix 1 X1 Mix 2 X1
Tpx10 sin MgCl, 2.5 Tpx10 sin MgCl, 5
MgCl, 25 mM 2 MgCl, 25 mM 3
dNTP 2 mM 2,5 dNTP 2 mM 5
MALT 10 uM (forward) 2 MALT 10 uM (forward) 2
Reverse 1 (R1) 10 uM 2 Reverse 2 (R2) 10 yM 1
H,O 13,75 H,O 13,75
Taq Gold 0,25 Taq Gold 0,25

Tabla 4.2.5.7.1. Componentes de los MIX necesarios para la realizacion de la RT-PCR para el estudio de

la translocacion t(11;18)(q21;921).

A continuacién hemos iniciado el programa de PCR del termociclador 2700 (Applied

Biosystems, Foster City, CA), en el que ha tenido lugar una pre-PCR y una PCR, segun las

condiciones especificadas en las tablas 4.2.5.7.2 y 4.2.5.7.3.

Una vez terminada la reaccion el producto puede dejarse a temperatura ambiente (10° C) por

tiempo indefinido.

N° ciclos de pre-PCR Temperatura Tiempo
95°C 10 min
1 65°C 1 min
72°C 90 seg
95°C 1 min
1 64°C 1 min
72°C 90 seg

Tabla 4.2.5.7.2. Condiciones de la
pre-PCR realizada para el estudio de
la translocacion t(11;18)(g21;921) con
el termociclador 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA).
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N° ciclos PCR Temperatura Tiempo
95° C 1 min
2 63°C 1 min
72°C 90 seg
95° C 1 min
61° C 1 min
72°C 90 seg
6 holds
95° C 1 min
60° C 1 min
72°C 90 seg
95° C 1 min
2 59°C 1 min
72°C 90 seg
95° C 1 min
35 58°C 1 min
72°C 90 seg
2 holds 72°C 10 min

Tabla 4.2.5.7.3. Condiciones de la
PCR realizada para el estudio de la
translocacién t(11;18)(g21;921) con el
termociclador 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Finalmente, los productos de la PCR para el estudio del reordenamiento de API2-MALT1 se

han analizado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%.
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4.2.5.8. Analisis de las regiones FR1, FR2, FR3 de los genes que codifican para la cadena

pesada de las inmunoglobulinas

Con el fin de amplificar el reordenamiento de las regiones FR1, FR2, FR3 de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas, hemos realizado una PCR con un volumen final de 50 pl a
partir de una mezcla de reaccién de PCR de 49 ply 1 yl de ADN.

Para preparar la mezcla de reaccién de PCR, diferente para cada region estudiada, hemos

necesitado los elementos detallados en las tablas 4.2.5.8.1.

FR1 pL FR2 pL FR3 pL
Tampén 10x 5 Tampédn 10x 5 Tampédn 10x 5
MgCl, 25mM 3 MgCl, 25mM 3 MgCl, 25mM 3
dNTP 2mM 5 dNTP 2mM 5 dNTP 2mM 5
Primer mix FR1 | 1 Primer mix FR2 | 1 Primer mix FR3 | 1
H,O 34,75 H,O 34,75 H,O 34,75
Taq Gold 0,25 Taq Gold 0,25 Taq Gold 0,25

Tabla 4.2.5.8.1. Componentes de los MIX necesarios para la realizacion de la PCR para el

reordenamiento de las regiones FR1, FR2 y FR3 de la cadena pesada de las inmunoglobulinas.

El conjunto de sense primers utilizados en el caso de las regiones FR1, FR2 y FR3 (primer mix
FR1, FR2 y FR3) estan formados por 6 o 7 oligonucleétidos capaces de hibridar con su
correspondiente segmento Vy (Vu1- Vu7). Todos ellos comparten un Unico antisense primer Jy
consenso marcado con un fluorocromo (Jyconflu) para permitir su deteccién posterior en el
equipamento del secuenciador automatico (ABIPrism 3500DX, Applied Biosystems, Foster City,
CA).

- primer mix FR1: Vy1-V2-V3-V4-V5-V6-Jdyconflu

- primer mix FR2: V1-V{2-V{3-Vy4-Vy5-Vy6- Vi 7-Jyconflu

- primer mix FR3: V1-V{2-V{3-V[4-Vy5-Vy6- Vi 7-Jyconflu
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A continuacién hemos iniciado el programa de PCR del termociclador 2700 (Applied

Biosystems, Foster City, CA) segun las condiciones especificadas en la tabla 4.2.5.8.4, que han

sido idénticas para cualquiera de las regiones estudiadas:

N° ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 10 min
95° C 45 seg
40 60°C 45 seg
72°C 90 seg
1 72°C

Tabla 4.2.5.8.4. Condiciones de la PCR del estudio de clonalidad
10 min de las regiones FR1, FR2, FR3 realizado con el termociclador
2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Los productos de la PCR, segun la region estudiada del gen que codifica para la cadena

pesada de las inmunoglobulinas, presentan unos rangos de banda clonal caracteristicos (véase

tabla 4.2.5.8.5).

Primer Rango de producto de amplificacion
FR1 310-360 pb
FR2 250-295 pb
FR3 100-170 pb

Tabla 4.2.5.8.5. Longitud de los fragmentos
obtenidos en el estudio de reordenamiento de las
regiones FR1, FR2, FR3 de la cadena pesada de
las inmunoglobulinas.

Finalmente, los productos de la PCR para el reordenamiento de las regiones FR1, FR2, FR3 se

han analizado mediante una técnica de electroforesis capilar y analisis de los fragmentos en un

secuenciador automatico (ABIPrism 3100, Applied Biosystems, Foster City, CA).

4.2.5.9. Listado de los primers utilizados

Primer Secuencia 5’ a 3’
Vy1-FR1 GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG
Vy2-FR1 CTTACCTGAGGAGACGGTGACC
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Vu3-FR1

CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG

Vu4-FR1 CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG
Vu5-FR1 CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT
Vu6-FR1 TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG
Vu1-FR2 CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
Vu2-FR2 TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG
Vu3-FR2 GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA
Vu4-FR2 TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG
Vu5-FR2 GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG
Vu6-FR2 TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG
Vu7-FR2 TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA
Vu1-FR3 TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA
Vu2-FR3 CAATGACCAACATGGACCCTGTGGA
Vu3-FR3 TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
Vu4-FR3 GAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG
Vu5-FR3 CAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC
Vu6-FR3 GTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG
Vu7-FR3 CAGCACGGCATATCTGCAGATCAG
JH CTTACCTGAGGAGACGGTGACC
MALT-F ATTAATGCTGCCGTGGAAAT
MALT-R1 GCTTTTGGGAAGTTGGTTCA
MALT-R2 GGTGCTCCCGGTAATTCATA

100F GCCCGACATTCTGCAAGTCC

100R GGTGTTGCCGGGAAGGGTT

200F TGTTGACTCGATCCACCCCA

200R TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA

300F TGCGATGTGGTCATCATGGTG

300R CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC

400F CCGCAGCAAGCAACGAACC

400R GCTTTCCTCTGGCGGCTCC

600F GGAGCAGCATTCCATCCAGC

600R CATCCATGGGCCGGACATAA

4.2.5.9. Tabla con el listado de todos los primers utilizados en este estudio.
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4.2.5.10. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR para el estudio del reordenamiento de API2-MALT1 y el control de
calidad del DNA se han analizado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, con el

fin de separar los productos amplificados.

Para preparar el gel de agarosa hemos:
1. Pesado 2 gr de agarosa y en una probeta medido 100 ml de tampon tris-bérico-EDTA
(TBE) a una concentracion de 0,5x.
2. Colocado la agarosa y el TBE en un Erlenmayer y disuelto la agarosa en el
microondas.
3. Preparado las cubetas.
4. Anadido 5 ul de bromuro de etidio a la concentracion de 10 mg/ml por cada 100 ml de
TBE a una concentracién de 0,5x.
5. Agitado y puesto en la cubeta, colocado los peines y esperado a que solidificara.
6. Quitado los peines, y en el espacio que éstos ocupaban hemos podido observar los

pocillos.

Una vez solidificado el gel de agarosa, hemos cargado las muestras en los pocillos del gel para
la electroforesis. Para ello, hemos:

1. Sumergido el gel en una cubeta con tampon TBE 0,5x.

2. Cargado las muestras en los pocillos del gel de agarosa. Cada muestra consta de 10 ul del
producto de PCR y 2 ul de tampén de azul de bromofenol a una concentracién 6x (40% de
sacarosa, 25% de azul de bromofenol y 0,125 gramos de xileno cyanol (Kodak)).

3. Cargado el marcador de peso molecular para determinar la medida de los fragmentos.

4. Conectado la fuente de alimentacion y dejado migrar a un voltaje de 100-120 V durante 30

minutos.

Por ultimo, hemos visualizado los productos de la PCR colocando el gel en un transiluminador

de luz ultravioleta (UV) (Gene Genius, Syngene) y hemos tomado fotografias. Un caso se ha
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considerado positivo para el reordenamiento de API2-MALT1 cuando se ha detectado una
banda de peso molecular caracteristico, prominente y por duplicado después de la

transiluminacion.

Il

Figura 4.2.5.10. Ejemplo de caso positivo para
la translocacion t(11;18)(g21;921).

4.2.5.11. Analisis de los fragmentos

Los productos de la PCR para el reordenamiento de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
con la utilizacién de los primers para las regiones FR1, FR2, FR3 se han analizado mediante la
técnica de electroforesis capilar y analisis de los fragmentos en un secuenciador automatico
(ABIPrism 3100, Applied Biosystems, Foster City, CA), que separa los productos de la PCR en
un polimero de alta resolucién segun su longitud. Esta técnica es rapida y relativamente
sencilla, pero requiere de un equipamiento caro.

Para la preparacion de la muestra que se pone en el secuenciador hemos necesitado 1 pl del
producto de PCR y 10 ul de una mezcla de 200 pl de foramida y 10 ul de patrén de peso
molecular (GeneScan 500 ROX Size, Standard, Applied Biosystems).

Las cadenas sencillas (desnaturalizadas) correspondientes a los productos de la PCR
marcadas con un fluorocromo para los primers hibridados se han separado segun su tamafio
en un polimero de secuenciacion capilar mediante escaneo automatico con un laser.

En el caso de proliferaciones linfoides policlonales hemos obtenido una distribucion gaussiana

de multiples picos, representando diferentes productos de PCR y en los casos de proliferacion
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linfoide monoclonal o un solo pico, o monoclonal bialélica o biclonal en el caso de dos picos,

respectivamente.
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Figura 4.2.5.11. Ejemplos de control policlonal y de caso monoclonal.

4.2.5.12. Estudio de alteraciones citogenéticas al diagnostico mediante técnicas de

hibridacion in situ fluorescente (FISH) sobre tejido parafinado

El protocolo utilizado es el que se detalla a continuacion:
1. Colocar los cristales con el corte histolégico parafinado entre media hora a toda la noche
en estufa a 65° C (hasta que la parafina «llore»).
2. Desparafinacion: Para ello realizaremos los siguientes bafios de forma consecutiva:
- Xilol: 10 min (3 veces)

- Etanol 100%: 5 min (2 veces)
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- Etanol 80%: 5 min
- Etanol 70%: 5 min

- H,O destilada (conservar en este paso hasta que el pretratamiento pueda tener lugar).

3. Se recomienda realizar el pretratamiento con EDTA-Microondas. Para ello se colocan los
cristales en un recipiente con tampoén EDTA y se incuban durante 3 tandas de 7, 5 y 7 minutos
respectivamente (19 minutos en total) en microondas a maxima potencia. Evitar que la solucion

EDTA hierva. En ese caso, parar el microondas y dejar enfriar.

4. Tratamiento con pepsina: Previamente tendran que prepararse las siguientes soluciones:
- Solucién 0.1mM de HCI: 10 ml de H,O + 100 ul HCI 1M + 5 ul de pepsina (100 mg/ml)

- Soluciéon de STOP: 50 ml de PBS 1x + 2.5 ml de Mg.Cl 1M

Una vez listas estas soluciones procederemos al tratamiento con pepsina:
- Precalentar la camara humeda a 37° C (estufa).
- Colocar 40 pl de la solucién con pepsina sobre cada corte.
- Cubrir los cortes e incubar 30 min en estufa a 37° C. Se controla la digestion
observando la preparacion con un microscopio de contraste de fases. Si ésta no fuera
suficiente, el tiempo se puede alargar a 45 min.
- Introducir los portas en solucién de STOP 5 min.
- Lavar en agua.

- Secar los portas.
5. Hibridacion:
Este paso tiene lugar en dos dias, segun se detalla a continuacion:
a. DIA 1

Preparacién de la sonda y de la muestra

- Mezclar 3,5 uL de tampdn + 0,5 uL de sonda + 1 uL de H,O a RT en un eppendorf cubierto
con papel de plata. Mezclar bien (vortex).

- Centrifugar la mezcla de 1 a 3 segundos.
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- Colocar 5uL de la mezcla de la sonda sobre el area del porta marcada. Cubrir con un

cubreobjetos de 20x20 mm y sellar con pegamento.

Desnaturalizacién-Hibridacion

- Encender el aparato (Hybrite).

- Seleccionar el programa a utilizar. Para sondas centroméricas o de locus especifico se utiliza
el programa #3:

- Melting: 80°C, 5 min.

- Hybridization: 37°C, 30 h.

- Colocar en las ranuras de los lados un papel de filtro himedo para mantener la humedad en
el aparato durante la hibridacién.

- Colocar los portaobjetos sobre la placa.

- Esperar que el proceso de desnaturalizacién y posterior hibridacién tenga lugar (desde 4

horas a toda la noche).

b. DIA 2

Lavados de posthibridacién (con Formamida)

- Eliminar mediante unas pinzas el pegamento de sellado de los cubres uno a uno y colocarlos
en el primer bafo.

- Realizar 3 lavados en solucion de Formamida 50% durante 10 min a 45° C.

- Realizar 1 lavado en solucion de 2xSSC durante 10 min a 45° C.

- Realizar 1 lavado en solucion de 2xSSC/0.1%NP-40 durante 5 min a 45° C.

- Dejar secar los portas en la oscuridad.

Contratincion
- Colocar 7 uL de DAPI Il en el &rea diana y cubrir con un cubre de 20x20 6 24x24mm.
- Mantener las preparaciones a —20° C en una caja oscura un minimo de 30 min hasta su

observacion.
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4.2.5.13. Sondas de FISH utilizadas en el estudio

4.2.5.13.1. Vysis LS| API2IMALT1 t(11;18)(921;921) Dual Color, Dual Fusion Translocation
Probe

Con esta sonda se marcan las regiones del gen API2, localizado en el cromosoma 11, y del
gen MALT1, localizado en el cromosoma 18, con dos fluorocromos distintos. El patrén de
normalidad muestra 2 sefales rojas y 2 sefiales verdes separadas correspondientes a cada
una de las copias del gen de cada uno de los cromosomas, mientras que una sefial en amarillo
indica fusidon de ambos genes y, por tanto, que la translocacién estudiada esta presente (figura

4.2.5.13.1.1).

Figura 4.2.5.13.1.1. Caso de linfoma MALT con la translocacion t(11;18). Se observa en cada célula una
sefial verde, una sefial roja y una sefial amarilla, ésta ultima como resultado de la fusion de rojo y verde y

por tanto, sinénima de translocacion.
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4.2.5.13.2. Sonda BCL10 DNA Probe, Fluorochrome-Conjugated (Dako) «Break-apart»

En este caso, se marcan ambos flancos del gen de interés con dos fluorocromos distintos, rojo
y verde, y la imagen de fusion de color amarillo indica ausencia de reordenamiento, mientras
que si se observan las sefiales por separado indica que el gen se ha partido y, por tanto,
reordenado con otro gen. En este caso se observa una imagen de fusion, una sefial verde y

otra sefal roja.

5’BCL-10

Figura 4.2.5.13.2.2. Caso de linfoma MALT con translocacién del gen BCL10. Se observa en cada célula
una sefal verde, una sefal roja y una sefial amarilla. La sefial amarilla en este caso es el patrén de
normalidad e indica que las porciones 3’ y 5’ del gen estan juntas, mientras que la sefial verde y roja
representan el gen de BCL10 que se halla translocado; en este caso las porciones 3’ y 5’ se han

separado, motivo por el cual no vemos la imagen de fusién en amarillo.

4.2.6. Recogida y analisis de datos

Los resultados obtenidos han sido recogidos en una base de datos en forma de variables

cualitativas o cuantitativas y se han correlacionado con los datos clinicos de los pacientes, asi
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como la respuesta y el seguimiento evolutivo de estos pacientes después del tratamiento. La
confidencialidad de los datos clinicos de los pacientes ha sido preservada en todo momento.
Los estudios anatomopatoldgicos se han realizado de forma ciega en relacién a los datos
clinicos.

El analisis estadistico con respecto a las células T reguladoras ha sido descriptivo, dado que no
hay ningun estudio previo sobre ellas en este tipo de linfomas. Ademas, se ha intentado

relacionar la presencia de células T reguladoras con variables clinicas, biolégicas y evolutivas.

Los resultados han sido analizados mediante pruebas estadisticas, basadas en técnicas no
paramétricas. Estas incluyen comparaciones cuantitativas (Chi cuadrado) y cualitativas para
uno o varios grupos (‘U de Mann-Whitney y/o Kruskall-Wallis). Se han determinado las
interrelaciones simples (Spearman) entre los parametros analizados. La informacién estadistica
ha sido recogida en una base de datos disefiada para su posterior transferencia al programa
SPSS (version 15.0) y R (R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing,

Viena, Austria, 2008).
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5. RESULTADOS

A. Patrén de distribuciéon de células T y B en gastritis crénica, linfoma MALT gastrico y

linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) gastrico transformado de MALT

Decidimos incluir en el estudio casos de gastritis crénica y de linfomas LDCGB gastricos

transformados de MALT, con el objetivo de tener una visién de otras patologias linfoides que

pueden observarse en el estbmago, y que abarcan desde lesiones reactivas (como son las

gastritis cronicas) hasta linfomas agresivos (LDCGB transformado de MALT). En total

seleccionamos 12 casos de gastritis crénica (7 asociadas a infeccion por H. pyloriy 5 sin

evidencia de infeccion por H. pylori) y 7 casos de linfoma difuso de célula B grande

transformados de linfoma MALT.

En el momento del diagndstico, la mediana (rango) de células tumorales CD20+ en pacientes

con linfoma MALT gastrico fue de 700 (85-1000) células/mm?. Estos resultados fueron

diferentes a los observados en pacientes con LDCGB transformados de linfoma MALT (484

(207-760) células/mm?; p=0.041) o en el contexto de gastritis crénica (304 (16-550)

células/mm?; p<0.0001). Por otro lado, el nimero de células CD3+ intratumorales fue de 125

(30-258) células/mm? en casos de linfoma MALT, 66 (9-226) células/mm®en casos de DLBCL y

176 (73-499) células/mm? en los casos de gastritis cronica (tabla 5.A.1).

Linfoma MALT
HP+ (N=17)

Linfoma MALT
HP- (N=18)

LDCGB (N=7)

CG HP+
(N=7)

CG HP-
(N=5)

CD20+ 700(85-1000) 750(174-1000) 484 (207-760) 430 (16-550) | 191 (122-534)
FOXP3+ 28 (1-110) 27 (1-100) 10 (1-22) 30 (11-97) 15 (1-133)

CD3+ 151 (44-243) 109.5 (30-258) 66 (9-226) 243 (73-376) | 140 (101-499)

FOXP3/CD3 | 22.3%(0.8-63%) | 19.9%(0.5-53.7%) | 14% (4-40%) 12% (6-27%) | 1% (1-27%)

Tabla 5.A.1 Cuantificacion de células CD20+, CD3+ y FOXP3+, asi como el cociente FOXP3/CD3 por
diagnostico. MALT: tejido linfoide asociado a mucosas; DLBCL: linfoma difuso de célula B grande; CG:
gastritis cronica; HP: Helicobacter pylori.
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Ademas, se estudio la presencia de células FOXP3+ en todas las condiciones anteriormente
descritas. No observamos ningun patrén de distribucion caracteristico de estas células en
relacion a las células tumorales. Quizas destacar unicamente que cuando se observaban
centros germinales, las células FOXP3+ eran mas numerosas dentro de los mismos (se
localizaban con mayor medida dentro del centro germinal). La mediana (rango) de células
FOXP3+ intratumorales fue superior (27 (1-110) células/mmz) en los casos de linfoma MALT
gastrico que en casos de LDCGB (10 (1-22); p=0.162), pero similar a los numeros observados
en los casos de gastritis cronica (20 (1-133); p=0.605). Por ultimo, no se observaron diferencias
en la proporcion de células FOXP3+ como fraccion del total de células CD3+ entre los casos de

linfoma MALT, LDCGB y gastritis cronica (p=0.826 and p=0.222, respectivamente).

La mediana de células tumorales CD20+ y células intratumorales FOXP3+ fue similar en todos
los casos de linfoma MALT gastrico, con independencia de la presencia o no de la
translocacion t(11;18). En este particular grupo, en los casos positivos para la translocacion
t(11;18), la asociacioén a infeccién por HP no tuvo efecto en el nimero de células CD20+, CD3+
y/o FOXP3+ presentes en el infiltrado (p=0.551, p=0.552 y p=0.564, respectivamente).Tampoco
observamos diferencias en el numero de células FOXP3+, CD3+ y/o de la ratio FOXP3+/CD3+
en funcién de parametros clinicos o bioldgicos, con excepcion de que el nimero medio de
células CD3+ fue algo superior en pacientes con estadio | (175 (44-258) células/mmz) que en

pacientes con estadios II-1V (103 (30-186) células/mmz)(p=0.021 )-

B. Evaluacion de la respuesta a la terapia

Se analizaron un total de 39 tratamientos de forma que 32 pacientes fueron tratados con una
Unica linea de tratamiento, 5 pacientes recibieron 2 y 1 paciente 3. De esta evaluacion, tres
pacientes fueron excluidos puesto que no pudo identificarse el tipo de tratamiento recibido en
Su caso.

Los distintos esquemas de tratamiento quedan resumidos en la tabla 5.B.1. En resumen, 13

casos fueron tratados con terapia erradicadora (antibiéticos), 9 pacientes recibieron
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quimioterapia sola o en combinacién, con o sin rituximab, y 17 pacientes recibieron fludarabina

o0 bendamustina con o sin rituximab.

N
Numero de lineas de tratamiento por paciente
1 32
2 5
3 1
ND 3
Tipo de tratamiento
Terapia erradicadora anti-HP 12
Quimioterapia (mono o en combinacion) sin rituximab 5
Rituximab solo o CHOP-like con rituximab 4
Fludarabina 8
Fludarabina or bendamustina con Rituximab 9
Interferon/ribavirina 1

Tabla 5.B.1. Numero y tipos de tratamientos recibidos por los pacientes con linfoma MALT incluidos en el

estudio.

Globalmente, la tasa de respuesta clinica fue del 85%, con un 77% de remisiones completas
(CR). El tnico factor asociado a una peor respuesta a terapia fue una edad superior a 60 afios
(p=0.049). Los pacientes con la translocacion t(11;18) no respondieron peor, quizas porque
estos pacientes fueron tratados de forma mas intensa: todos ellos recibieron
inmunoquimioterapia con o sin antibiéticos de acuerdo a la presencia de infeccién por H. pylori.
Unicamente un paciente que no presentaba ninguna de las translocaciones t(11;18) o t(1;14)
en las células tumorales, pero en las que si se observaba expresion nuclear intensa de bcl10,
no respondié a 3 lineas de inmunoquimioterapia.

En todos los pacientes, el nimero de células CD20+, CD3+, FOXP3+ y la ratio FOXP3/CD3 no
se asociaron a una diferente respuesta al tratamiento. Aun asi, cabe destacar que el nimero de
células FOXP3+ si influyd en la respuesta de los pacientes tratados so6lo con antibiéticos. Por
otro lado, el numero medio de células FOXP3+ en los pacientes respondedores fue superior
que en los pacientes no respondedores (40 (3-110) céIuIas/mmZ) vs 3 (1-5) células/mm?;
p=0.048). De acuerdo con este ultimo resultado, la ratio FOXP3/CD3 fue también superior en

los pacientes respondedores (29%(4-64%) vs 2%(1-3%); p=0.03).
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Por ultimo, las tasas de respuesta histologica y molecular al final del tratamiento fueron del

72% y 56%, respectivamente.

C. Cinética de las células tumorales CD20+ y de las células intratumorales FOXP3+y

CD3+ durante el seguimiento

Globalmente, el nimero medio de células tumorales CD20+ fue reducido significativamente
después del tratamiento, pero como era de esperar, esta reduccion fue mas pronunciada en los
pacientes respondedores de forma significativa (p<0.0001). El tipo de tratamiento tuvo un fuerte
impacto en la cinética de estas células CD20+. Los tratamientos con fludarabina o
bendamustina con o sin rituximab indujeron una deplecién rapida y profunda en el numero de
células tumorales CD20+ en comparacion con los otros tratamientos analizados (figuras 5.C.1y
5.C.2). En pacientes respondedores tratados con antibioticos, la deplecién de células CD20+
fue progresiva durante al menos el primer afio, pero llegando finalmente a valores de células
CD20+ similares a los observados en los pacientes tratados con fludarabina o bendamustina.
La presencia de la translocacion t(11;18) o la expresion de bcl10 relacionada o no con la

presencia de esta translocacion no tuvo ningun impacto en la cinética de las células CD20+.
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BIOPSIA AL DIAGNOSTICO, PRIMERA BIOPSIA DE EVALUACION
PREVIA AL INICIO DE TRATAMIENTO DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
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Figura 5.C.1. Estudio inmunohistoquimico para expresion de CD20 y FOXP3, en la biopsia del diagnéstico y en la biopsia correspondiente a la primera evaluacion de la
respuesta al tratamiento (a 1-2 meses de finalizar el tratamiento), de 4 pacientes que recibieron distintos tipos de tratamiento. HP: sélo terapia erradicadora; RQ:
Rituximab+CHOP; RF: Rituximab+Fludarabina; RB: Rituximab+Bendamustina.
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Figura 5.C.2. Cinética de los linfocitos CD20+ en los pacientes respondedores. En la primera evaluacion

de la respuesta, a los 1-2 meses de finalizar el tratamiento, la mediana de células CD20+ fue
significativamente inferior en los casos tratados con fludarabina o con bendamustina con o sin rltuximab,
en comparacion con los pacientes tratados con terapia erradicadora (p=0.001). Esta diferencia, por el
contrario, no se mantuvo durante el seguimiento posterior.

Al final del tratamiento, el nimero de células intratumorales FOXP3+ disminuyd desde una
media de 31 células/mm? a 15 células/mm? en pacientes respondedores, pero no se
observaron cambios en los pacientes no respondedores (Figura 5.C.3). Aunque el descenso
del numero de células intratumorales FOXP3+ al final del tratamiento fue significativamente
superior en los casos tratados con fludarabina o bendamustina que en los casos tratados con
antibioticos, el niumero de células FOXP3+ continu6 descendiendo hasta pasado un afio en

ambos grupos de tratamiento.
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Figura 5.C.3. Cinética de los linfocitos FOXP3+ en los pacientes respondedores.

No se observé una reduccién significativa de células CD3+ al final del tratamiento (Figura
5.C.4). Incluso los pacientes tratados con fludarabina o bendamustina con o sin rituximab, el
namero medio de células CD3+ fue similar antes y después del tratamiento (108 células/mm?vs
96 células/mm?, p=0.831). Ademas, la ratio FOXP3/CD3 no se modifico en los distintos grupos

al final del tratamiento (Figura 5.C.5).
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Figura 5.C.4. Cinética de los linfocitos CD3+ en los pacientes respondedores.
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Figura 5.C.5. Cinética de la ratio FOXP3+/CD3+ en los pacientes respondedores.

Después de un periodo medio de seguimiento de 54 meses (rango 1-8 afios), todos los
pacientes con linfoma MALT gastrico estan vivos, pero 4 pacientes han recaido a los 3, 5, 23 y
31 meses. Las muestras de estos cuatro pacientes en el momento de la recaida fueron también
estudiadas, sin que pudiéramos observar diferencias en cuanto a la cantidad de células CD20+,

CD3+ y/o FOXP3+, en el momento del diagndstico inicial y en la biopsia de la recaida (Tabla

5.C.1).
Tratamiento | Tiempo a la recaida* N° células al diagnéstico N° células en la recaida
CD20+/CD3+/FOXP3+ CD20+/CD3+/FOXP3+
Paciente 1 | HP 3 700/114/28 1110/30/29
Paciente 2 | F 5 800/186/100 628/250/210
Paciente 3 | HP 23 750/184/67 700/130/37
Paciente 4 | QT 31 660/125/1 855/70/10

Tabla 5.C.1. Resultados de los pacientes que recayeron durante el seguimiento. Se muestra la
cuantificacion en la biopsia del diagnostico inicial y la biopsia de la recaida. HP: terapia erradicadora; F:
Fludarabina; QT: Quimioterapia; *Tiempo a la recaida en meses.
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6. DISCUSION

6.1. Caracterizacion de las células T reguladoras intratumorales en una serie consecutiva
de pacientes con linfoma MALT gastrico en el momento del diagnéstico y durante el
seguimiento, identificadas mediante técnica inmunohistoquimica de FOXP3+

En los ultimos anos, el desarrollo de la tecnologia de arrays de expresion génica para el
estudio de los procesos linfoproliferativos ha permitido identificar la presencia de signaturas de
genes correspondientes a células inmunes no tumorales, que tienen una asociacion directa en
la progresién y supervivencia de estas enfermedades. Estas células forman parte del
denominado microambiente en el que proliferan las células linfoides neoplasicas, y algunas de
ellas, como por ejemplo los macréfagos asociados a linfoma (LAM) y las células T reguladoras
(FOXP3+), son las que han cobrado mas interés. Estos tipos celulares varian en funcion de los
distintos tipos de linfoma y es posible que sean moduladores de la interaccidn entre las células

del linfoma vy el huésped25'26.

Las células T reguladoras tienen una funcién en la tolerancia
inmune, con efecto supresor de células autoreactivas, previniendo asi el desarrollo de
enfermedades de tipo autoinmune. De la misma manera, inhiben la respuesta inmune local
frente a células tumorales. En estas células, el factor de transcripcion FOXP3 es critico para su

desarrollo y funcion, y se ha utilizado como marcador de este subtipo celular'™".

Nuestro trabajo aporta informacién acerca de la presencia de células T reguladoras (FOXP3+)
como integrantes del microambiente en procesos linfoproliferativos. Recientemente, de Boer y
colaboradores han valorado la presencia de este tipo celular en linfoma MALT gastrico, en el
momento del diagndstico y seguimiento45, haciendo incapié en el efecto del tratamiento con
fludarabina en los distintos subtipos de linfocitos T y en la respuesta del tumor. Beyer y
colaboradores*® observan un incremento de células FOXP3+ en sangre periférica y sangre
medular en pacientes con mieloma multiple y MGUS, sobretodo a expensas del compartimiento
periférico, como respuesta a la progresion de la enfermedad. Otros grupos, han estudiado el
papel de las células FOXP3+ en otros tipos de procesos linfoproliferativos (linfoma folicular,
linfoma difuso de célula B grande, linfoma de hodgkin,...), en este caso con gran interés en su
impacto pronéstico. En estos estudios, los resultados son ampliamente variables, pudiendo

30-37

tener su presencia un efecto beneficioso o perjudicial segun los casos™ . Como ejemplos,
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Alvaro y colaboradores™ demostraron la presencia de células FOXP3 como parte del
componente reactivo acompafante caracteristico del linfoma de Hodgkin mediante estudio
inmunohistoquimico para FOXP3. En este trabajo observaron que la presencia de células
TIA1+ y FOXP3+ en el infiltrado se asociaba con una mejor supervivencia. En nuestro trabajo,
por la idiosincrasia propia del tipo de linfoma que hemos estudiado, puesto que se trata de un
proceso linfoproliferativo con buen prondstico con buena respuesta a la terapia, no es posible

sacar conclusiones acerca del impacto de estas células en el pronéstico.

6.2 Distribucién de las células T reguladoras en linfomas MALT gastricos y en otros
procesos gastricos, como la gastritis crénica y el linfoma difuso de célula B grande de
estémago

Parece ser que no sélo es importante la presencia de las células T reguladoras en linfomas
sino también como se distribuyen estas células en el tumor®®. En el linfoma folicular, su patréon
de distribucién tiene valor pronéstico negativoe’g, pero no existe informacion en la literatura

acerca de lo que ocurre en el linfoma MALT gastrico.

En primer lugar, hemos estudiado la presencia de células FOXP3+ intratumorales en biopsias
de pacientes con este tipo de linfoma (linfoma MALT gastrico), asi como también en otros
procesos inflamatorios reactivos o neoplasicos del estdmago. Asi, hemos incluido casos de
gastritis cronica (GC), asociados o no a infeccion por Helicobacter pylori (HP) como ejemplo de
lesion precursora del linfoma MALT gastrico, y casos de linfoma difuso de célula B grande
(DLBCL), como ejemplo progresion de enfermedad. Las células FOXP3+ se hallan presentes
en el linfoma MALT gastrico, y en cantidad mas parecida a la que se observa en los casos de
GC que en casos de DLBCL. Estos resultados sugieren que la hipétesis formulada por nosotros
al inicio del trabajo de que las células T reguladoras pueden tener un papel importante en la
patogenia del linfoma MALT gastrico puede ser cierta. Por el contrario, los mecanismos que
tienen lugar en la progresion serian diferentes. De hecho, en nuestro estudio hemos observado
que el nimero de células FOXP3+ en DLBCL gastrico desarrollado a partir de un linfoma MALT
ha sido 2.7 veces inferior, un nimero similar al descenso que se observa en el linfoma folicular

y el linfoma folicular transformado en dos estudios previos presentes en la literatura®->*,
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En esta primera parte del trabajo, también hemos valorado el patrén de distribucion de las
células FOXP3+ en el linfoma MALT gastrico y en la GC. En ninguna de estas patologias
hemos observado un patrén de distribucion de estas células especifico. Sélo es de destacar
que las células FOXP3+ han sido mas numerosas dentro de centros germinales cuando éstos
han estado presentes, mientras que en los casos en que el infilirado ha presentado un patrén
difuso estas se han distribuido indistintamente entre el mismo. Asi pues, en contra de lo
observado de forma previa en el linfoma folicular, no hemos podido describir un patrén de
distribucién arquitectural caracteristico de las células FOXP3 en el linfoma MALT géstrico38.
En nuestro estudio nos hemos centrado en las células T reguladoras, pero existen otros
subtipos celulares integrantes del microambiente de los linfomas que podrian ser sujetos
también en el linfoma MALT gastrico, puesto que han demostrado su importancia en otros tipos

de linfomas, como por ejemplo linfocitos T PD1+ o macréfagos CD163+%%,

6.3. Influencia del microambiente, mediante la cuantificacion de células CD3+ y FOXP3+,
en la respuesta al tratamiento

También hemos querido investigar el impacto que tiene el nimero de células FOXP3+ en
linfoma MALT gastrico en el momento del diagndstico para predecir la respuesta al tratamiento.
Hemos analizado nuestros datos separando a los pacientes en varios grupos de acuerdo al
tratamiento recibido, ya que se ha descrito previamente la influencia del tratamiento en el
impacto que tienen las células del microambiente para predecir la evolucion en los pacientes
con linfoma folicular®®. En nuestra serie hemos observado que los pacientes tratados con
terapia erradicadora, el numero de células FOXP3 puede predecir la respuesta a este
tratamiento. Asi, hemos los pacientes respondedores tienen mayor numero de células FOXP3
intratumorales en el momento del diagnéstico. Sin embargo, esta diferencia de respuesta no la
hemos observado en los pacientes tratados con otras terapias mas agresivas, ya sea con
quimioterapia o inmunoquimioterapia. Por otro lado, también hemos observado que el nimero
total de células CD3+ no ha tenido influencia o impacto en la respuesta al tratamiento en
ninguno de los grupos de tratamiento, de forma similar a lo observado previamente en linfoma
folicular por otros autores. Estos resultados sugieren que las células FOXP3+ juegan un papel

mas determinante en aquellos casos de linfoma que se hallan en fases mas iniciales, cuando el
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crecimiento de las células tumorales es dependiente del estimulo antigénico del H pylori, y por
tanto, responden a la terapia erradicadora. Es posible en este contexto que estas células T
reguladoras puedan modular la respuesta T celular inducida por el propio microorganismo,
respuesta también relacionada con el mantenimiento y proliferacion de la clona B, y nuestros
resultados asi lo sugieren. En este sentido, es bien conocido que estas células son capaces de
suprimir la actividad de las células T presentadoras de antigenos en el contexto de neoplasias
solidas. De todos modos, el hecho de que este efecto positivo de respuesta de las células
FOXP3+ sélo se observe en los pacientes tratados con antibiéticos, hace que su determinacioén
de rutina en nuevos casos de linfoma MALT gastrico tenga un impacto limitado en la toma de
decisiones previa al inicio de tratamiento, puesto que en la decisién terapéutica intervienen
hasta el momento muchos factores o variables clinicas, como la presencia en el tejido de H
pylori o por ejemplo la existencia de alteraciones citogenéticas que sabemos se relacionan con

una falta de respuesta a la terapia erradicadora.

6.4. Evolucion de las células B tumorales determinadas mediante tincion de CD20 y de
células del microambiente mediante determinaciéon de CD3 y FOXP3 en funcién de los
tratamientos administrados

La dltima parte del trabajo ha consistido en analizar el impacto del tratamiento en la cinética de
las células tumorales (CD20+), y de los linfocitos T (CD3+) y células FOXP3+, mediante estudio
inmunohistoquimico. Los pacientes con linfoma MALT incluidos en el estudio han sido tratados
de acuerdo a la practica estandar o bien, en pocos casos, con drogas como fludarabina o

bendamustina con o sin rituximab en el contexto de ensayos clinicos™

La poblacién de
pacientes estudiados en esta investigacion refleja la poblacion de pacientes con linfoma MALT
gastrico diagnosticada en un hospital general, y como tal, tanto los estadios como la presencia
de otras variables de interés es amplia. Por este motivo, se podria argumentar que el
tratamiento administrado ha sido heterogéneo, pero, en realidad, la variabilidad del tratamiento
administrado obedece a que el manejo de estos linfomas ha cambiado significativamente en los
ultimos afios, circunstancia principalmente atribuible a la deteccién de translocaciones

especificas que predicen resistencia a ciertos tratamientos y, por otra parte, a la incorporacién

en el manejo de estos pacientes de nuevos farmacos como los analogos de las purinas y los
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anticuerpos monoclonales anti-CD20. A nuestro entender, la discreta heterogeneidad de la
poblacién y la variabilidad del tratamiento administrado no es un punto negativo sino todo lo
contrario. De hecho, el disponer de diferentes situaciones a analizar nos ha permitido estudiar
la evolucion de las células tumorales y del microambiente en varios escenarios, y creemos que
en esta circunstancia radica parte del interés de este estudio.

El tratamiento de los linfomas MALT gastricos asociados a la infeccion por Helicobacter pylori
esta claramente definido y consensuado, y consiste en la erradicacion del mismo. Sin embargo,
no existen pautas de tratamiento estandar para los pacientes con linfoma gastrico que no
responden o progresan con tratamiento erradicador. Clasicamente, la cirugia habia jugado un
papel importante, pero debido a la considerable morbi-mortalidad asociada intrinsecamente a la
cirugia gastrica radical y a la buena evolucion con otras estrategias, actualmente tiene un papel
muy limitado. La radioterapia consigue un buen control local de la enfermedad, superior en
casos con afectacion gastrica frente a extragastrica, aunque esta estrategia esta limitada a
centros con gran experiencia, y ademas no hay que olvidar que actualmente se conoce que un
tercio de los pacientes presentan enfermedad diseminada, si se realizan los procedimientos
exploratorios convenientes. En nuestro centro, la estrategia terapéutica actual empleada es
mas sistémica. En general, el tratamiento sistémico esta basado en la utilizacion de agentes
alquilantes como el clorambucilo y la ciclofosfamida. Recientemente, se han afiadido al arsenal
terapéutico los analogos de las purinas (fludarabina y deoxycoformicina), y mas recientemente
los anticuerpos monoclonales anti-CD20, mostrando ambos agentes una buena actividad junto
con un excelente perfil de seguridad de rituximab. Ademas, en nuestro centro, dentro del grupo
GELTAMO, se esta estudiando la asociacion de rituximab con fludarabina o bendamustina en
pacientes con linfoma MALT en primera linea. Por los motivos anteriormente especificados, en
nuestra investigacion hay pacientes tratados con diferentes regimenes de quimioterapia e
inmunoquimioterapia.

Hemos observado una reduccidon mas pronunciada de células FOXP3+ en tejido de mucosa
gastrica en aquellos pacientes respondedores a terapia antierradicadora o a fludarabina o
bendamustina, con o sin rituximab, consiguiendo una mayor reduccién de estas células a los 6-
12 meses de inicio del tratamiento y manteniéndose esta respuesta de forma prolongada

durante los siguientes controles de seguimiento. La fludarabina induce la apoptosis de linfocitos
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quiescentes y células linfoides malignas de diversos sindromes linfoproliferativos. Una variedad
de estudios in vitro postulan los mecanismos subyacentes de esa muerte celular. Si bien las
células tumorales de los sindromes linfoproliferativos indolentes pueden encontrarse
predominantemente sin dividir, el trifosfato de fludarabina puede ser incorporado al ADN de las
células tumorales, posiblemente durante la sintesis de reparacion del ADN. La ruptura inducida
por el grupo de los analogos nucleésidos conduce a la activacion de los genes blanco p53 y de
sus dependientes, y se ha sugerido que la induccion de la apoptosis mediada por p53
desempefia un papel central en la destruccion de las células tumorales. Asi, la fludarabina
induce deplecion linfoide, tanto si los linfocitos son normales como malignos. Se ha demostrado
que tanto las células T CD4 + y CD8 + disminuyen tras su administracion y que alcanzan un
nadir de aproximadamente 30% del valor basal a las cuatro semanas después del ultimo
tratamiento. Ademas, mientras las células T memoria (CD4 + CD45R0O +) como naive (CD4 +
CDA45RA +) disminuyen tras fludarabina, su ratio aumenta, lo que indica una mayor resistencia
en el subconjunto de las células T memoria. Ademas, el grupo de células CD3 + CD25 +
disminuye significativamente con el tratamiento con fludarabina, pero no las CD3 + HLA-DR +.
Por otra parfte, la fludarabina induce una profunda reduccion de las células B CD20 +.

En nuestro estudio, de forma interesante, la deplecion de células FOXP3+ fue mas lenta en
pacientes tratados con antibiéticos que en aquellos casos tratados con analogos de las purinas.
Interesantes han sido también las observaciones con respecto a los linfocitos T CD3+. Estas
células se han visto poco modificadas cuantitativamente en pacientes respondedores tratados
con terapia erradicadora en relacion a las muestras pre-tratamiento, con una reduccién
modesta en tejido gastrico, asi como también en pacientes tratados con fludarabina o
bendamustina. En este ultimo grupo se trata de una observacion poco esperable, puesto que
estos pacientes han presentado linfopenias intensas en sangre periférica. Por tal motivo,
pensamos que los distintos tipos de tratamiento que se utilizan para tratar este tipo de linfoma
influyen de forma distinta en la misma poblacion celular en funcion de si se hallan en el tejido o
bien circulando en sangre periférica. Por ultimo, a través de la cuantificacion de las células
tumorales CD20+, hemos identificado diferentes patrones de disminucién del nimero de
células tumorales CD20+ en funcion del tratamiento administrado (antibiéticos vs

quimioterapia). Con ambos tratamientos es posible eliminar totalmente las células tumorales,
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pero a distinta velocidad. Asi, mientras que en pacientes tratados con quimioterapia esta
eliminacion se consigue rapidamente y puede documentarse justo después de terminar el
tratamiento de quimioterapia o inmunoquimioterapia, en los pacientes tratados con terapia
erradicadora la cinética de eliminacién de la clona tumoral es mas lenta y sucede
progresivamente durante los meses posteriores a la conclusion del tratamiento. Nuestros
resultados muestran que algunas remisiones pueden ocurrir muchos meses después de
finalizar el tratamiento estan en la linea de las recomendaciones clinicas que valoran la
posibilidad de esperar varios meses antes de iniciar otra terapia en pacientes tratados con

antibioticos, siempre y cuando no se evidencie una progresion clinica®.
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7. CONCLUSIONES

1. Las células T reguladoras, identificadas mediante expresion de FOXP3, forman parte del
microambiente en linfomas MALT gastricos. No se ha evidenciado la presencia de un patrén de
distribucién especifico ni tampoco una asociacion entre el nimero de estas células con otros

parametros clinico-bioldgicos.

2. En los linfomas MALT gastricos el numero de células FOXP3+ intratumorales es similar al
observado en las gastritis cronicas y superior al de los linfomas difusos de célula B grande del
estébmago. Esta observacion sugiere que las células T reguladoras pueden tener un papel

importante en la patogenia del linfoma MALT gastrico.

3. La presencia de un mayor nimero de células FOXP3+ intratumorales en el diagndstico se
asocia a una mayor tasa de respuesta al tratamiento erradicador en el linfoma MALT gastrico.
Sin embargo, el numero de células T reguladoras no tiene impacto en la respuesta cuando el

tratamiento es inmuno-quimioterapia.

4. La cinética de las células FOXP3+ intratumorales y de los linfocitos tumorales CD20+
depende en gran medida del tratamiento administrado. Los tratamientos con fludarabina o
bendamustina con o sin rituximab inducen una deplecion rapida y profunda de estas dos
poblaciones celulares en comparacion con otros tratamientos. Sin embargo, a medio plazo, el
numero de células CD20+ y FOXP3+ es similar en todos los pacientes respondedores

independientemente del tratamiento recibido.
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Abstract

Purpose: FOXP3+ regulatory T cells (Treg) play an essential role in modulating host responses to tumors and infections. The
role of these cells in the pathogenesis of MALT lymphomas remains unknown. The aims of the study were to quantify the
number of infiltrating FOXP3+ and CD3+ cels in patients with gastric MALT lymphoma at diagnosis and to study kinetics of
these cells and CD20+ tumor cells after treatment and during long-term follow-up.

Methods: FOXP3+, CD3+ and CD20+ cells were analyzed by immunohistochemistry and the number of cells was quantified
using a micrometric ocular. Samples of 35 patients with gastric MALT lymphoma at diagnosis and after treatment were
included. Diagnostic samples were compared to 19 cases of chronic gastritis and diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) of
the stomach.

Results: The median number of FOXP3+ infiltrating cell was higher (27 cells/cm?) in gastric MALT patients than in DLBCL
(10 cells; p=0.162) but similar to chronic gastritis (20 cells; p= 0,605). No characteristic or specific distribution pattern of
infilttrating FOXP3+ cells was found. Gastric MALT lymphoma patients responding to bacteral eradication therapy had
higher number of FOXP3+ cells at study entry. Kinetics of both infiltrating FOXP3+ cells and tumor CD20+ cells were
strongly dependent on the treatment administered.

Discussion: Gastric MALT lymphomas have a number of Treg cells more similar to chronic gastritis than to DLBCL Patients
with higher number of tumaor infiltrating FOXP3+ cells at study entry seem to have better response to antibiotics. Kinetics of
Treg and tumar cells are influenced by type of treatment.
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importance, GCurrently, the most widely used and reliable Treg
marker is the forkhead box transcription factor Foxp3, which is
expressed specifically in CD44+ Tregs and which is essential for
their lineage identity and suppressive function [2-4]. In patients
with cancer, Treg celk have been reported to have influence on
outcome and this may be due, at least in part, through the ahility
of these cells to suppress anfitumor immune response either

Introduction

Gastric mucosg-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma
is an indolent B-cell neoplasm associated with H, gybn infection in
over 70-80% of cases, It has been demonstrated that continued
proliferaton of gastric MALT hmphoma cells depends on the
presence of T-celk specifically activated by AL pwlart antigens [1].

The induction of remissions with antibiotics to eradicate H. pylon
llustrates how important this pathogenic mechanism is. However,
the acquisiton of some tanslecations confers resistance o
antihiotics in some patients and, as a result, these cases are usually
reated with alkylating agents, purine analogs, and recently,
nuximab,

Multiple T-cells have been shown to be important for immmme
homeostasis, heing regulatory T cells (Treg) a subset of critical

PLOS OME | www.plosone.org

through TCR activation, cell-to-cell contact, or by producing
TGFbem [5]. Moreover, intraumoral FOXP3+ T cells have been
shown to migrate or be induced in response to chemolines
produced by malignant B cells in some lymphomas [6,7].
Furthermore, Tregs can also induce activated macrophages, the
so-called M2 type which are associated with protumoral immunity
[B]. Recent evidence suggests that not only i= the quantity of
tumor-infiltrating Treg cells important for cutcome in some types
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Table 2. Number and types of treatments followed by the
patients included in the study.
N
Number of treatment lines by patient
1 n
2 5
3 1
ND 3
Type of treatment
Eradication therapy anti-HP 2
Sngle or combined chemotherapy without ritusdmab 5
Rituximab alone or CHOP-like with ritudmalb 4
Audarabi ne 8
HAudarabine of bendamustine with Ritudmab L]
Interferoniribavirin 1
HD, not done.
dot10.1371/journal pone 005 1681 1002

FISH with the commercially available hreak-apart BOCLIO DNA
probe (Dako, Glostrup, Denmarck)

Immunoglobulin gene rearmangements were analyzed as previ-
ously described [25]. In brick, deoxyribonudeic acid was obtained
from parafficcembedded tissue blocks using the QILAamp Tissue
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). For heavy immuno-
gobulin chain (IgH) gene analysis, IINA was amplificated by PCR
using consensus primers specific for Famework FR)1, FR2, FR3
following in both analysis the BIOMED-2 protocol. One of the
primers was fluorescent dye-labeled and analysis of the amplified
products was performed by capillary  electrophoresis in an
automated DNA sequencer (ABIPrism 3100, Applied Biosystem,
Foster Gity, CA). Duplicate PCR. amplifications were performed.

Statistical Analysis

The main charactenstics at study entry and during follow-up,
including immunohistechemistry parameters, were recorded and
analyzed for prognostic significance. Statistical comparisons were
made using the Mann-Whitney U test or Fisher's exact test for
nonparametric values, or the chisquare test, as appropriate. I
values of less than 005 for two-sided tesis were considered
statistically significant. Curves of FOXP3, CD3 and CD20
evolution were constructed using base package of B The statistical
software packages SPSS (version 15.0) and R (R Development
Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Viensa,
Austria, 2008) were used,

Results

Distribution pattern of B and T cells in chronic gastritis,
gastric MALT lymphoma and DLBCL of the stomach

In addition to gastric MALT lymphoma cases, we analyzed 12
patients with chronic gastritis according o Wotherspoon criteria
[24] (7 associated to H. gelort infection and 5 without evidence of
H. glori infection) and 7 patients with gastric diffuse large B-oell
kymphomas tramsformed from MALT, in order to set the
immumohistochemic findings in different lymphoid conditions of
the stomach,

At diagnosis, the median (ange) mumber of CD20H+ cells in
patients with gasric MALT ymphoma was 700 (85-1000) cells/

PLOS ONE | www.plosone org

Regulatory T-Cells in Gastric MALT Lymphoma

mm® These figures were different to those observed in patients
with DLBCL transformed from MALT (484 (207-760) cells/mm’;
p=0.041) or chonic gaswiis (304 (16-550) cells/mm’;
p<0.0001} The number of infiltrating CD3+ cells was 125 (30-

258) cells/mm? in MALT, 66 (9-226) cells/mm? in DLBCL and
176 {73-499) cclls/mm? in chronic gastritis (tahle 3), FOXPS+
cells could be assessed in all gasiric MALT lymphoma cases. We
were not able to find any characteristic or specific distribution
pattern of FOXTP'3+ infilrating celk. When germinal centers were
present, FOXP3H celk were more numerous within them, whereas
no specific pattern of infiltration could be observed when the
infilirate was uniform, The median (mnge) mumber of FOXP3+
infilirating cells was higher (27 (1-110) rtﬂsfmmﬂ_:l in gastric
MALT paticats than in DLBCL (10 (1-22}); p=0.162) but similar
to chronic gastritis (20 (1-133; p=0.605).. The proportion of
FOXP3+ as a fraction of all CD3+ cells was not different between
MALT lymphoma and DLBCL or chronic gastritis (p = (L826 and
p=0.222, respectively).

The median number of CD2H tumor celk and FOXP3+
infiltrating cells was similar among gastric MALT ymphomas with
or without t{11;18}, In this group, HI? siatus did not have influence
in the mmmber of CD2H, CD3H+ and FOXP3+ infiltrating cells
(p=0.551; p =0.552; p=0.564), We did not ohserve differences in
the mmber of FOXP3+, CD3+ or ratio FOXPIH+H/CDE+
according to clinical or biologic parameters in MALT (data not
shiown) with the exception that the median mumber of CD3H cells
was higher in patients with stage I {175 (44-258) cells/mm”) than
with stage TI-IV (103 (30-186) cclls/mm’)jp = 0.021},

Response to therapy

Thirty-nine treatments were amalyzed: 32 patients received 1
treatment, 5 patients received 2 and | patient 3. Type of reatment
was not available in three patients.,

Treaiment regimens are shown in Table 2. In summary, 13
cases were reated with anti-infectious therapy alone, 9 with single
or combined agent chemotherapy with or without rtuximab and
17 with fludarabine or bendamustine with or without rinximab.

Owerall response rate was 85% (77% complete remission (CR)).
Age older than 60 years was the only factor asociated with a
worse response o therapy (p=0.04%). Patients carrying t{11;18)
did not response worse since al of them did receive immunoche-
muotherapy with or without antibiotics according to their F. pofors
status. Only one patient with strong muclear expression of bel 10
without t{11;18) or t{1;14) did not respond to 3 lines of
immunochemotherapy. In the whole group, the number of cells
O+, CO5+, FOXP3+ and FOXP3/CD3 mto was not
associated with different response to reatmnent, However, inter-
estingly, the number of FOXP5+ cells did influence response in
those patientz reated with anti-infectious therapy alone. The
median mumber of FOXP3+ cells in responding patients was
higher than in non responders (40 (3-110) cels/mm™) vs 3 {1-5)
cels/mm®; p=0.048). In addition, the mtio of FOXP3/CD3 was
higher in responders (29%(4-64%) vs 2%(1-3%); p=0.03).

Histologic and molecular overal remissions at the end of
therapy were 72% and 56%., respectively,

Kinetics of CD20+ tumor cells and infiltrating FOXP3+
and CD3+ cells

Owerall, the median number of CD20+ cells was significantly
reduced after treatment but, as expected, CD2H depletion was
deeper in responding patients (p<0.0001}. Treatment type had a
strong impact on CD20 kinetics, Fludarabine or bendamustine
with or without rinocimab induced a quick and profound depletion
in the mymber of CD204 tumor cell in comparison with the other
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Table 3. Immunohistochemistry by gastric condition (cells/mm?).

MALT lymphoma HP+ MALT lymphoma HP—

(N=17) (N=18) DLBCL (N=7) CG HP+ (N=7) CG HP~— (N=5)
D20+ 700{85-1000) 750(174-1000) 484 207-760) 430 (16-550) 191 (122-534)
FOXP3+ 28 (1-110) 27 (1-100) 10 (1-22) 30 (11-97) 15 (1-133)
D3+ 151 (44-243) 1095 (30-258) 66 (9-226 243 (73-376) 140 (101-499)
Ratio FOXP3/CD3 22 3%{08-63%) 199%10.51-53.76%) 14% (4-40%) 12% (6-27%) 11% (1-27%)

dot10.1371/journal pone 0051681.1003

treatments (figure 1 and 2). In responding patients treated with
anti-infective therapy, CD20 depletion was progressive and at least
for more than 1 year, reaching similar values than those achieved
with fludarabine or bendamustine. t{11;18) or bell0 status did not
have impact in CD20 kinetics.

At the end of treatment, FOXP3+ infiltrating cells decreased
from a median of 31 cells/cm® to 15 cells/cm? in responding
patients, but no changes were seen in non responding cases.
Although FOXP3+ cell depletion at the end of treatment was
slightly deeper in cases treated with fludarabine or bendamustine
than in those treated with antibiotics, FOXP3+cells continue to
falling up to one year in both treatment groups.

No significant reduction of CD3+ cells was observed after
treatment. Even in patients treated with fludarabine or bend-
amustine with or without Rituximab, the median number of

AT STUDY ENTRY

CD20

MALT: mucosa-associated lymphoid tissue DLBCL: diffuse large B<dl lymphoma; CG: chronic gastritis; HP: Helicobacter pylori.

CD3+ cells was similar pre and post therapy (108 cells/mm” vs 96
cells/mm?, p =0.831). Morcover, the ratio of FOXP3/CD3 did
not vary after treatment in any group.

After a median follow-up of 54 months (range, 1-8 years), 4
patients have relapsed at 3, 5, 23 and 31 months. Samples at
relapse were available in all 4 cases and we could not find any
difference in the number of cels (CD20+, CD3+ or FOXP3+)
between diagnosis and relapse (table 4). No death related mortality
has been observed.

Discussion

Tumor cell microenvironment is now thought to play a relevant
role in the biology of B-cell lymphomas. It has been shown that
lymphoma-infiltrating FOXP3+ cells vary between different
lymphoma types and these cells may represent important

AT FIRST RESPONSE EVALUATION
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Figure 1. Immunohistochemistry for CD20 and FOXP3 at study entry and at first resp luation (1-2 ths after finishing

). Gastric biopsi ph
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from 4 gastric MALT lymphoma patients treated with different schedules. HP: erradication therapy alone; RQ:
Rituximab+CHOP; RF: Rituximab+Fludarabine; RB: Rituximab+Bendamustine.

December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | 51681

85



§_ —e— Antibiotics

& —e— Fil - R

i E
~
E 3
S E
5 o E
T Uy -
g - o
[r]
8 2 | =
o = 2

g

)

T T T T T
Pre Post ME-12  M12-24 M24-36

o _|

= —e— Antibictics

& —=- FB+-R

2
£ o
o T E
=]
8 s
o %_ E
5 &
e o

o |

=

= 4

Pre Post ME=1Z  M12-24 M 24-36

a0

30

400 600 8OO 1] 10

200

Regulatory T-Cells in Gastric MALT Lymphoma

—— Aniibiolics
—— FB+-R

Pra Post ME-12 M12-24 M24-36
—— Antibiofics
e —— FB+-R

1

T I T T T
Fre Post ME-12 M12-24 M24-36

Figure 2. Kinetics of CD3+, FOXP3+, ratio FOXP3+/CD3+ and CD 204+ cells by immunohistochemistry in responding patients. Median
D20+ cells were significantly different between cases treated with antibioticis and those treated with fludarabine or bendamustine with or without
Rituximab at first response evaluation (p=0.001) but not later during follow-up.
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ymphoma/host microenvironment-maodulators [26.27].  Cur
study provides further information on tumor-infiltrating FOXT3+
cells in lymphomas and other gastric conditions, in particular in
gastric MALT lymphoma with special emphasis in response after
therapy and in long term follow-up.

We first evaluated tumor-infilorating FOXTP3+ cells in gastric
MALT hymphomas and, o stdy them in the context of other
lymphoid conditions of the stomach, we analyzed samples with
chronic gastritis, as precursor lesions preceding gastric MALT
ymphomas, and gastric diffuse large B-cell lymphoma, as late
event lesions resulting from  progression of gastic MALT
ymphoma. Interestingly, the number of FOXP3+ infiltrating cells

in gastric MALT lymphoma was more like chronic gastritis than
transformed mphomas. Owr findings suggest the hypothesis thar
immune homeostasis in gastric MALT lymphoma is more similar
to chronic gastritis but different to the regulatory mechanisms
which ke over the events leading to progression. In fact, the
lower nmumber of FOXP3cells in gastie DLBCL evwolving from
MALT observed by us was 2.7 fold, a figure that is similar to the
decreased fold observed in FL and transformed FL in two previous
studies [14,15].

We next investigated the distribution pattern of FONPS+ cells
in lymphoma and chronic gastritis samples. In both settings, T reg
cells were more numerous within germinal centers, when they

Table 4. Data of relapsed patients both at diagnosis and at relapse.

Hi* erradication therapy; F: Fludarabine Chemo: Chematherapy.
Time to relapse in months.
ok 10137 1/ joumal pons 00516811004

PLOS ONE | www.plosone ong

Treatiment Time to relapses At didgnasis Atrelapse
CD20+CD 3 FOXP3+ CD20+HCD3+HFOXP3+
Fatient 1 HPF 3 T 1428 11130729
Patient 2 F 5 BOMEG100 628/ 250/210
Fatient 3 HP 23 750U 1BAET 70 130/37
Patient 4 Cheama an 660,125/1 B55/70N0
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were present, but we could not find a specific distribution of Treg
infiltration when the lymphoid infilrate was diffuse, Therefore, in
contrast to previous observatons in folicular lymphoma, no
characteristic architectural pattern of FOXP3H cells was found in
gastric MALT lymphoma [%].

We further imestigated the value of FOXP3+ infilrating cells at
diagnnsis to predict meatment response. We analyzed our dam
splitting them up inm several reatment groups because previous
smdies in FL. have shown that specific therapeutic regimens
derisively influenced the prognostic impact of the microenviron-
ment [19]. Our results showed that gastric MALT lymphoma
patients responding to eradication therapy had higher number of
FOXTP3+ cells. However, in our patients treated with chemother-
apy or immunochemotherapy, we were not able to detect
influence in the response rate according to the mmmber of
FOXDP3+ cells at diagnosis. We also observed in our stdy that
the total pumber of CD3+ cells did not have impact in the
response in any therapeutic group, similar o that seen in FL. Our
restlts suggest that Treg cells have stronger impact in treatments
that are not directly targeted against the tumor cells, This is
probably due to the mle of Tregs in modulating tumor growth
through different mechanismes, It is well-known that these oclls are
ahle to suppress the activity of antigen-presenting T-cells, Char
findings showing that the number of Treg cells has a positive
influence in the response o antibiotic therapy raise the possibility
of a suppressive influence of these Tregs on the T-cell population
responsible of tumor growth maintenance through the presenta-

We also analyzed the impact of treatment on the kinetics of
FOXPS+, CD3+ and CD2H cells determined by immunchiste-
chemistry in gastric tissue. Our MALT ymphoma patients were
treated according to curment standard  practice but some of our
cases were treated with drogs such as fludarabine or bendamus-
tine, with or without rituxdmab, in the context of cdinical trials [28
29]. We observed a decp depletion of FOXP3 cells at gastric
tizsue in patients mesponding o eradicaton therapy and o
fludarabine or bendamustine, with or without rtuximahb, achiee-
ing its Jowest values at months 6-12 and maintaining at the same
magnitude during follow-up. Interesangly, depletion of T reg cells
was slightly slower in patients treated with antibiotics than in those
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cases weated with purine analeg structure drugs. In a recent
published study in a similar population, an increase in density of
FOXP3+ cells after treatment with oral fludamabine until a CR was
documented [30]. With regard to GD3+ cells, we ohserved a
modest reduction of these oells at gastric tssue after reatment with
eradication therapy in responding cases. However, unexpectedly,
the number of CD 3+ cells at the gastric tissue was not redoced at
after treatment with fludarabine or hendamustine, even though
these patients had intense lyvmphooytopenia in the perpheral
hlood (data not shown), Similar resulis were observed by de Boer
ct al [53{}]. Therefore, these obsernvations highlights the fact that
different type treatments influence T cells at peripheral hlood and
at gasmic tssue in a very different way.

Through the quantification of CD2MH tumor cells, we have
ohserved a remarkable different pattern in the kinetics of these
cels depending on whether the administered treatment was
antibiotcs or chemotherapy. Both reatments achieved a profound
elimination of mmor cells, but whereas in patients reated with
chemotherapy this is achieved immediately after treatment, in
patients treated with antibiotics eccumred much more slowly over
several months, Our findings show that some remissions can ocour
several months after finishing therapy and are in line with the
clinical recommendation to wait several momnths in patients treated
with antibiotics before starting 2 new therapy, unless a clinical
relapse occurs [31].

In summary, our results show that gastric MALT lymphoma
patients with high mumber of tumor infiltrating FOXP3 cclls
have better response to cradication therapy. Kinetics of hoth
infilrating FOXI*3+ cells and nmmor CD20H cells were strongly
dependent on the trearment  administered, showing  differemt
patterns between cases treated with antibiotics and those treated
with immunochemotherapy.
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