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DESCRIPCION

Biomarcador de linfoma primario del sistema nervioso central, sus usos y

métodos

La invencion se refiere a biomarcadores relacionados con una enfermedad relacionada
con el sistema nervioso central, sus usos y métodos para su diagndstico y/o prondstico.
Asi, la invencién pertenece al campo de la medicina y de instrumentos de medicion de

muestras bioldgicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los linfomas primarios del sistema nervioso central (LPSNC) son tumores agresivos
tanto en pacientes con sida como en personas no infectadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Entre 1980 y 1989 la frecuencia de estas
neoplasias se incrementd en 9 veces, con una incidencia absoluta de 4,7 casos/1.000
personas/afio en los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Esta poblacion tiene un riesgo 2.600 veces mayor de padecer esta complicacion en
comparacion con la poblacién general. Su incidencia oscila entre el 3 y el 4% y
constituye la neoplasia que con mayor frecuencia compromete el sistema nervioso
central (SNC) por lo que se la incluye entre las patologias marcadoras del SIDA. Se trata
de tumores de gran malignidad y multicéntricos, que muestran predileccién por la
localizacion en ganglios basales, cuerpo calloso, talamo, sustancia blanca
periventricular y regidon subependimaria. Los tipos histolégicos predominantes no
difieren de los observados en los pacientes inmunocompetentes, predominando los

tumores de células grandes, inmunoblasticos y centroblasticos.

La mayoria de los LPSNC en pacientes seropositivos son derivados de células B. El
LPSNC derivado de células T es excepcionalmente raro y altamente maligno. Estos
tumores aparecen caracteristicamente con una lesion de masa focal. Como no hay
hallazgos clinicos o radiograficos distintivos para LPSNC, en pacientes serolégicamente
positivos a VIH se debe confirmar el inmunofenotipo de LPSNC en la biopsia tumoral
cerebral, en la que se aisla el VIH, siguiéndose el analisis histopatolégico y genotipico
para detectar la monoclonalidad. Este protocolo de diagndstico sigue siendo el estandar

de oro, el procedimiento mas adecuado segun el estado actual del conocimiento sobre
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estos tumores. Ademas, después de la confirmacion de LPSNC y consecuente
tratamiento por radioterapia, no existe un método para predecir la respuesta al
tratamiento, ya que la resonancia cerebral magnética no permite un diagndstico
presuntivo, ni puede ser usada como pronéstico, especialmente debido a la dispersion
de las células tumorales y su apariencia no neoplasica en el gadolinio. Asi son
necesarios biomarcadores y métodos para uso de dichos biomarcadores que permitan
el diagnéstico de LPSNC y que permitan evaluar la respuesta al tratamiento,

preferiblemente de modo no invasivo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han determinado que la carga viral del virus de inmunodeficiencia
adquirida (VIH) y opcionalmente el virus Epstein-Barr (VEB), puede ser usada como un
biomarcador del diagndstico y/o del pronéstico del linfoma primario del sistema nervioso
central (LPSNC). Dicho uso permite el diagnéstico de LPSNC y, ademas, permite la
prediccion de la respuesta del sujeto al tratamiento con radioterapia, sin la necesidad de
obtencion de imagenes radiolégicas consecutivas, disminuyendo la exposicion del

paciente a radiacion y el coste del tratamiento de este tipo de cancer.

Asi, un primer aspecto de la invencion hace referencia al uso in vitro del nivel de un
biomarcador en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto,
donde el biomarcador es la carga viral del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
para el diagnéstico de linfoma primario del sistema nervioso central (LPSNC), de ahora
en adelante el uso diagnéstico de la invencion. En una realizacion preferida del uso
diagnostico de la invencion ademas comprende el uso como biomarcador de la
presencia o ausencia del virus Epstein Barr (VEB) en la muestra aislada del LCR del

sujeto.

Adicionalmente, el nivel de la carga viral del VIH en un muestra aislada de liquido
cefalorraquideo de un sujeto permite indicar cdmo reaccionara el sujeto al tratamiento

por radioterapia y es predictivo de una posible recaida.

Asi, otro aspecto de la presente invencion hace referencia al uso in vitro del nivel de un
biomarcador en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo de un sujeto que padece

de LPSNC, donde el biomarcador es la carga viral del virus de la inmunodeficiencia
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humana (VIH), para predecir la respuesta del sujeto al tratamiento con radioterapia, de

ahora en adelante el uso predictivo de la invencion.

El término “biomarcador”, tal y como se usa en la presente descripcion se refiere a una
sustancia, cuya presencia se puede determinar y cuantificar objetivamente, que se
utiliza como indicador de la presencia/ausencia de la enfermedad o del pronéstico de la
misma, particularmente de la susceptibilidad al tratamiento. El biomarcador de la
invencidn se puede detectar y/o cuantificar, es decir, se puede unicamente detectar su
presencia o bien se pueden detectar y/o cuantificar cambios en la cantidad o

concentracion del mismo.

En la presente invencion el biomarcador es la carga viral del “virus de la
inmunodeficiencia humana” o “VIH” y la presencia/ausencia del “virus Epstein-Barr” o
“VEB”. Asi la expresion “el nivel de un biomarcador” en la presente descripcidon hace
referencia a la carga viral de VIH presente en una muestra aislada de liquido
cefalorraquideo de un sujeto. La expresion “presencia/ausencia” en la presente
descripcion hace referencia a la identificacion o deteccion de las particulas virales,
acidos nucleicos y/o anticuerpos que indican la presencia de VEB. EI VIH y el VEB en
una muestra aislada se pueden identificar o identificar y cuantificar por variadas técnicas
que detectan el material genético de los virus o antigenos virales. Dichas técnicas se
describen mas abajo en esta descripcion siendo dichas descripciones igualmente

aplicables a los usos de la invencion.

Asi, la carga viral de VIH se puede determinar al medir los niveles de los acidos
ribonucleicos (ARN) del virus o los niveles de los &cidos desoxirribonucleicos
complementarios (ADNc) que estan presentes en una muestra o se obtienen de una
muestra y que se pueden cuantificar por unidades molares por volumen (i.e.,
milimoles/mililitro), por unidades de masa por volumen (i.e., miligramos/mililitro) o por
numeros absolutos de unidades por volumen (copias/mililitro). De modo similar, la
presencia de VEB se puede determinar al detectar la presencia/ausencia de acidos
desoxirribonucleicos (ADN) de genoma del virus que estan presentes en una muestra o
se obtienen de una muestra. Ademas, se puede detectar la presencia/ausencia de
antigenos de las moléculas o proteinas o estructuras moleculares o proteicas virales de
VEB a través del uso de anticuerpos especificos para dichos antigenos. Métodos para

cuantificar la carga viral de VIH y/o la presencia/ausencia de VEB son descritos mas
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abajo en esta descripcion en relacion a los métodos de la invencidn, siendo igualmente

validos en relacion a los usos de la invencion.

Asi, en una realizacion preferida del uso diagnéstico de la invencién o del uso predictivo
de la invencion, la determinacién de la carga viral del VIH comprende medir el nivel de
ADNc, o un fragmento del mismo, o el nivel de ARN, o un fragmento del mismo, del
genoma de VIH (nimeros de acesso NCBI: NC_001722.1 y NC_001802.1, version del
13/08/2018). En otra realizacion preferida del uso diagnostico de la invencion, la
determinacion de la presencia/ausencia de VEB comprende detectar la existencia de
antigenos de las proteinas de VEB o detectar la presencia de ADN, o un fragmento de
ADN, del genoma de VEB (numero de acesso NCBI: NC_009334.1, version del
13/08/2018).

En la presente invencién se entiende por “fragmento de ARN”, “fragmento de ADN” o
“fragmento de ADNCc” a la secuencia de nucleétidos del genoma del VIH o VEB que
comprenden uno o mas nucleotidos ausentes de los extremos 3’ y/o 5’ con respecto a

la secuencia de nucledtidos completa de los genomas.

En la presente invencion se entiende por “antigeno” a una molécula, proteina, estructura
molecular o proteica en la superficie o el exterior del virus y que permite la unién de un
anticuerpo especifico para dicho antigeno, permitiendo asi la indentificacion de la
presencia de la entidad a la cual pertenece el antigeno. En la presente invencion el

antigeno permite deteminar la presencia o ausencia del virus VEB.

El término “anticuerpo” en la presente invencion se refiere a una glicoproteina del tipo
gammaglobulina que forma parte del sistema inmunitario humoral que se une de forma
especifica a un antigeno. El término “anticuerpo”, tal como aqui se utiliza, incluye
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos recombinantes de
anticuerpos, combibodies, fragmentos Fab y scFv de anticuerpos, asi como los dominios

de union a ligando.

El término “virus de la inmunodeficiencia humana” o su sigla “VIH” tal como se usa en
la presente invencion, hace referencia a un lentivirus, de la familia retrovirus, que
contiene informacion genética bajo la forma de acido ribonucleico (ARN) protegido por

una envoltura de membrana lipidica. El VIH causa la infeccién por VIH, la cual con el
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tiempo provoca el “sindrome de inmunodeficiencia adquirida” conocido también por sus
siglas “SIDA”. La aparicion del SIDA se debe a que el VIH ataca el sistema inmunitario
y debilita los sistemas de defensa contra las infecciones y contra determinados tipos de
cancer. A medida que el virus destruye las células inmunitarias e impide su normal
funcionamiento, la persona infectada va cayendo gradualmente en una situacién de

inmunodeficiencia.

El término “virus Epstein-Barr” o su sigla “VEB”, tal como se usa en la presente
invencion, hace referencia a un virus de la familia herpesvirus, que contiene informacion
genética bajo la forma de doble hélice de acido desoxirribonucleico (ADN) protegido por
una envoltura de membrana lipidica. La infeccién por VEB es una de las infecciones
mas comunes en humanos, y afecta a los linfocitos B. La infeccién por VEB esta
asociada a varias enfermedades y trastornos, como la mononucleosis infecciosa,
linfomas de Hodgkin, linfoma de Burkitt, y en casos de asociacién con el VIH,

enfermedades como leucoplasia vellosa oral.

Tanto el uso diagnostico de la invencion como el uso predictivo de la invencidn se hacen
sobre una muestra aislada de liquido cefalorraquideo de un sujeto, donde dicha muestra
es obtenida por métodos y procedimientos bien establecidos y conocidos para el experto
en la materia. El término “muestra aislada” tal como se usa en la presente descripcion
se refiere a una parte o cantidad pequefa de una cosa que se considera representativa
del total y que se toma o se separa de ella para someterla a estudio, analisis o
experimentacion. En la presente invencion, dicho estudio, analisis o experimentacion

hace referencia a la carga viral de VIH y VEB en una muestra de liquido cefalorraquideo.

El término “liquido cefalorraquideo” tal como se usa en la presente descripcion se refiere
a un liquido de color transparente, que bafa el encéfalo y la médula espinal. Existen
diferentes formas de obtener una muestra de liquido cefalorraquideo. La puncion
cisternal o suboccipital implica colocar una aguja debajo del hueso occipital (parte
posterior del craneo). Para la obtencion de LCR lumbar, una puncién lumbar,
comunmente llamada puncién raquidea, es el método mas comun. Para la obtencién de
LCR ventricular, se puede emplear la puncién ventricular en la que se perfora un orificio
en el craneo y se introduce una aguja directamente en uno de los ventriculos del cerebro,
o bien se puede recoger el LCR ventricular desde una sonda, como una derivacién o un

drenaje ventricular.
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Como hemos sefialado anteriormente, los usos de la presente invencion se hacen en
muestras aisladas de un sujeto. En una realizacion preferida del uso diagnéstico de la
invencion o del uso predictivo de la invencion, el sujeto es un ser humano de cualquier

sexo, edad o raza.

En la presente invencién se intiende por “diagnéstico” al procedimiento por el cual se
determina que un sujeto sufre o padece de una determinada enfermedad, entidad
nosoldgica, sindrome, o cualquier condicién de salud-enfermedad, mediante el analisis
de una serie de parametros clinicos de dicha enfermedad, y que la distinguen de otras
enfermedades con cuadros clinicos semejantes. En la presente invencién la enfermedad
a identificar es LPSNC, y el pardmetro clinico es la carga viral de VIH y/o VEB en una

muestra de liquido cefalorraquideo aislada de un sujeto.

La expresion “linfoma primario del sistema nervioso cerebral” o sus siglas “LPSNC” tal
como se usa en la presente invencion hace referencia al cancer que se forma en el tejido
linfatico del encéfalo, la médula espinal, las meninges (cubierta exterior del encéfalo) o
el ojo (linfoma ocular). LPSNC deriva normalmente de células B, y en casos mas raros
deriva de células T, del sistema inmunitario. Es un linfoma no Hodgkin excepcionalmente

raro y altamente maligno.

La expresion “predecir la respuesta del sujeto al tratamiento con radioterapia” tal como
se usa en la presente invencion hace referencia al procedimiento por el cual se
determina si un sujeto al que se le ha diagnosticado LPSNC tendra una respuesta
positiva 0 negativa al tratamiento por radioterapia. Esta determinacién, en el caso de
respuesta negativa al tratamiento, permite recomendar tratamientos alternativos o
concomitantes a la radioterapia como, por ejemplo, terapia antiviral de alta actividad
(TARAA).

El término "tratamiento", tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a
combatir los efectos causados como consecuencia de la enfermedad o condicion
patolégica de interés en un sujeto (preferentemente un mamifero y, mas
preferentemente, un humano), incluyendo:

i) Inhibir la enfermedad o condicion patoldgica, es decir, detener su desarrollo;

i) Aliviar la enfermedad o el estado patoldgico, es decir, provocar la regresién
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de la enfermedad o el estado patolégico o su sintomatologia;

iii)) Estabilizar la enfermedad o el estado patoldgico.

El término "radioterapia” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a multiples
tipos de radioterapia, incluida la radioterapia interna y externa, la radioinmunoterapia y
el uso de diversos tipos de radiacién, como los rayos X, los rayos gamma, las particulas
alfa, las particulas beta, los fotones, los electrones, los neutrones, los radioisétopos y
otras formas de radiacion ionizante. Preferentemente, la radioterapia implica el uso de
rayos X o rayos gamma. En una realizacion preferida del uso de la invencién el

tratamiento es por radiocirugia.

En la presente invencion el término “tratamiento por radiocirugia” hace referencia a una
técnica radioquirurgica, también denominada radiocirugia estereostactica, donde se
utilizan multiples rayos de radiacién enfocados con precision para tratar tumores y otros
problemas en el cerebro, el cuello, los pulmones, el higado, la columna vertebral y otras
partes del cuerpo. La radiocirugia utiliza imagenes tridimensionales para dirigir altas
dosis de radiacion al area afectada con un impacto minimo en el tejido sano circundante,
dafando el ADN de las células objetivo. Las células afectadas pierden la capacidad de

reproducirse, lo que hace que los tumores se reduzcan o desaparezcan.

De forma andloga a los usos descritos en parrafos anteriores, en la presente invencion
también se contemplan los métodos dirigidos tanto a diagnosticar LPSNC, como los

dirigidos a predecir la respuesta de un sujeto al tratamiento de LPSNC por radioterapia.

Todas las definiciones anteriormente descritas para los aspectos anteriores y sus
realizaciones preferidas son validas para los aspectos referentes a métodos de la

invencioén y sus realizaciones preferidas.

Otro aspecto de la invencion hace referencia a un método in vitro para el diagndstico de
LPSNC en un sujeto, de ahora en adelante el método de diagnéstico de la invencion,
caracterizado por que comprende los siguientes pasos:

i) Identificar y cuantificar el nivel de un biomarcador, donde el biomarcador es la
carga viral del VIH, en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo del sujeto,
donde valores de mas de 50 copias/ml del biomarcador son indicativos de padecer
LPSNC.
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En una realizacién preferida el método de diagndstico de la invencion ademas
comprende:

ii) identificar la presencia o ausencia del virus VEB, donde la presencia de VEB
en LCR es indicativo de LPSNC.

Otro aspecto de la invencion hace referencia a un método in vitro para la prediccién de
la respuesta al tratamiento del LPSNC mediante radioterapia en un sujeto, de ahora en
delate el método de prediccion de la invencion, caracterizado por que comprende los
siguientes pasos:

i) determinar el nivel de un biomarcador, donde el biomarcador es la carga viral del
VIH, en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo del sujeto al menos 30
dias, preferiblemente 60 dias, después del tratamiento con radioterapia,

donde valores de mas de 1000 copias/ml del biomarcador son indicativos de una

respuesta desfavorable al tratamiento mediante radioterapia.

En una realizacion preferida del método de prediccion de la invencién si la respuesta es
desfavorable es necesaria la combinacién de radioterapia con una terapia adyuvante,

preferiblemente la terapia adyuvante es la terapia antiviral de alta actividad (TARAA).

El tratamiento del LPSNC mediante radioterapia implica la presencia de lesiones
cerebrales en el sujeto. Asi, en una realizacién preferida el método de prediccidon se

realiza en muestras aisladas de sujetos que presentan lesiones cerebrales.

La expresion “sujeto que presenta lesiones cerebrales” tal como se usa en la presente
invencion hace referencia a una persona que presenta anomalias, como lesiones
tumorales, en su masa cerebral, las cuales son indicativas de padecer LPSNC. Estas

lesiones se pueden identificar mediante imagenes de resonancia magnética.

La expresion “identificar y cuantificar el nivel de un biomarcador” de la etapa (i) del
método de diagnéstico o método de prediccion de la invencién se refiere a cualquier
procedimiento que posibilite la identificacion de la presencia y la medida del biomarcador
mencionado en la presente invencion, es decir de la carga viral de VIH, en la muestra
por la deteccidn y/o determinacién de la cantidad del ARN, o un fragmento del ARN,

ADNc o un fragmento del ADNc, del genoma de VIH (numeros de acesso NCBI:
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NC_001722.1 y NC_001802.1, version del 13/08/2018). Asi, en una realizacion preferida
del método de diagnéstico la invencion o del método de prediccién de la invencién la

etapa (a) se lleva a cabo mediante cuantificacion de los niveles de ARN o del ADNc

La expresion “identificar la presencia o ausencia de VEB” en la presente descripcion
hace referencia a la identificaciéon o deteccion de las particulas virales, acidos nucleicos
virales y/o anticuerpos que indican la presencia de VEB, por cualquier procedimiento
que permita dicha identificacion del biomarcador VEB en la muestra.

Los términos “fragmento de ARN”, “fragmento de ADNCc”, “antigeno” y “anticuerpos” se
han definido anteriormente en relacién al uso de diagndstico de la invencion y al uso de

respuesta de la invencion y dichas definiciones son validas para el presente aspecto.

Si la identificacion y cuantificacion o la identificacion de los biomarcadores de la presente
invencion va a realizarse a partir del ARN, ADN o ADNc, primero es necesaria la
extraccioén del acido nucleico de la muestra aislada del sujeto. Para este fin, la muestra
se puede tratar para disgregar de forma fisica 0 mecanica la estructura del tejido o la
célula, liberando los componentes intracelulares en una solucion acuosa u organica para
aislar y preparar los acidos nucleicos. Los acidos nucleicos se extraen mediante

procedimientos conocidos para el experto en la materia y disponibles comercialmente.

Una vez extraido los acidos nucleicos se procede a realizar la cuantificacion o
identificacion de los biomarcadores. Practicamente cualquier método convencional
puede ser utilizado dentro del marco de la invencién para identificar o indentificar y
cuantificar los niveles de ARN, ADN o ADNCc de los biomarcadores. En una realizacion
preferida del método de diagnéstico de la invencion o del método de prediccion de la
invencion la cuantificacion de los niveles de ARN se lleva a cabo por reaccion en cadena

de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

Andlogamente, los niveles del ADNc correspondiente al ARN del biomarcador también
pueden ser identificados y cuantificados mediante el empleo de técnicas
convencionales; en este caso, el método de la invencion incluye una etapa de sintesis
del correspondiente ADNc mediante transcripcién inversa (RT) del ARN
correspondiente, seguida de amplificacién y cuantificacion del producto de la

amplificaciéon de dicho ADNc. Métodos convencionales de cuantificar los niveles del
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biomarcador pueden encontrarse, por ejemplo, en Sambrook et al. citado ad supra. En
una realizacion preferida, la identificacidn y cuantificacion de los niveles del biomarcador
se realiza mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa, un
array de ADN o ARN, o RNA-Seq o Secuenciacion Masiva aplicada al estudio de ARN
o ADN.

Los métodos referidos anteriormente para la identificacion y cuantificacion son
igualmente validos para la identificacion de la presencia del biomarcador VEB. Asi, en
una realizacién preferida del método de diagnéstico, la identificacién del biomarcador

VEB se hace por PCR, secuenciacién o secuenciacion masiva.

Si la identificacién del biomarcador VEB va a realizarse a partir de los antigenos
asociados al biomarcador, entonces la muestra aislada del sujeto podra tener que ser
tratada para extraer los antigenos. Métodos para extraer o aislar antigenos son

conocidos para el experto en la materia y estan disponibles comercialmente.

Los antigenos pueden ser identificados mediante cualquier método convencional que
permita detectar dicha molécula/proteina o estructura molecular/proteica en una
muestra de un sujeto. A modo ilustrativo, no limitativo, los antigenos pueden
identificarse, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos con capacidad de unirse

al antigeno diana y la posterior identificacion de los complejos formados.

Los anticuerpos que se emplean en estos ensayos pueden estar marcados o no. Los
términos "marca" o "marcado" se refieren a una composicion capaz de producir una
sefial detectable indicativa de la presencia de la molécula marcada. Ejemplos ilustrativos
de marcadores adecuados incluyen, sin limitacidn, radioisétopos, cromoéforos de
nucledtidos, enzimas, sustratos, moléculas fluorescentes, restos quimioluminiscentes,
particulas magnéticas, restos bioluminescentes, y similares. Como tal, una marca es
cualquier composicién detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, oOpticos o quimicos. Existe una amplia
variedad de ensayos conocidos que se pueden utilizar en la presente invencion, que
utilizan anticuerpos no marcados (anticuerpo primario) y anticuerpos marcados
(anticuerpo secundario); entre estas técnicas se incluyen el Western-blot o transferencia
Western, ELISA (enzimoinmunoensayo RIA (radioinmunoensayo), EIA competitivo

(enzimoinmunoensayo competitivo), DAS-ELISA (ELISA tipo sandwich con doble
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anticuerpo), técnicas inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en
el empleo de biochips o microarrays de proteinas que incluyan anticuerpos especificos
0 ensayos basados en precipitacion coloidal en formatos tales como dipsticks. Otras
maneras para detectar y cuantificar proteinas, incluyen técnicas de cromatografia de
afinidad, ensayos de unién a ligando, espectrometria de masas, etc. Cuando se usa un
método inmunoldgico, se puede usar cualquier anticuerpo o reactivo que se sabe se une
a la proteina diana con alta afinidad para detectar la cantidad de la misma. Ejemplos de
anticuerpos o reactivos con capacidad de unirse a dicha la proteina diana incluyen, sin
limitarse a ninguno concreto, sueros policlonales, sobrenadantes de hibridomas o
anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, Fv, Fab, Fab' y F(ab')2, scFv,

diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y anticuerpos humanizados.

La expresion “respuesta desfavorable al tratamiento mediante radioterapia” tal como se
usa en la presente invencion hace referencia al hecho de que los sujetos que sigan el
tratamiento tienen un 70% de probabilidad de tener una recaida de la enfermedad, y de
que las lesiones tumorales reaparezcan. Esta determinacion, en el caso de respuesta
negativa al tratamiento, permite indicar tratamientos anteriores o concomitantes con la
radioterapia, por ejemplo, terapia antiviral de alta actividad (TARAA). Como entenderan
los expertos en la materia, tal determinacion, aunque se prefiere que sea, normalmente
puede no ser correcta para el 100% de los sujetos que se va a diagnosticar. La
expresion, sin embargo, requiere que una parte estadisticamente significativa de los
sujetos se pueda identificar como que tienen predisposicion a recaer de la enfermedad.
La cantidad que es estadisticamente significativa puede ser establecida por un experto
en la materia mediante el uso de diferentes herramientas estadisticas, por ejemplo, pero
sin limitarse, a la determinacion de intervalos de confianza, determinacion del valor de
significacion P, test de Student o funciones discriminantes de Fisher, medidas no
paramétricas de Mann Whitney, correlacién de Spearman, regresion logistica, regresion
lineal, area bajo la curva de ROC (AUC). Preferiblemente, los intervalos de confianza
son al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98% o al
menos del 99%. Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de
0,005 o de 0,0001. Preferiblemente, la presente invencidn permite detectar
correctamente la respuesta desfavorable al tratamiento mediante radioterapia de forma
diferencial en al menos el 60%, mas preferiblemente en al menos el 70%, mucho mas
preferiblemente en al menos el 80%, o aun mucho mas preferiblemente en al menos el

90% de los sujetos de un determinado grupo o poblacién analizada.
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La expresién “respuesta favorable a tratamiento mediante radioterapia” hace referencia
a que los sujetos que cumplen los criterios tienen una alta probabilidad de no recaer en
la enfermedad y de que no aparezcan nuevas lesiones en el cerebro. Como entenderan
los expertos en la materia, tal determinacion, aunque se prefiere que sea, normalmente
puede no ser correcta para el 100% de los sujetos que se va a diagnosticar. La
expresion, sin embargo, requiere que una parte estadisticamente significativa de los
sujetos se puedan identificar como que tienen predisposicién a recaer de la enfermedad.
La cantidad que es estadisticamente significativa puede ser establecida por un experto
en la materia mediante el uso de diferentes herramientas estadisticas, por ejemplo, pero
sin limitarse, mediante la determinacion de intervalos de confianza, determinacion del
valor significacion P, test de Student o funciones discriminantes de Fisher, medidas no
paramétricas de Mann Whitney, correlacién de Spearman, regresion logistica, regresion
lineal, area bajo la curva de ROC (AUC). Preferiblemente, los intervalos de confianza
son al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98% o al
menos del 99%. Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de
0,005 o de 0,0001. Preferiblemente, la presente invencion permite detectar
correctamente la respuesta favorable al tratamiento con radioterapia de forma
diferencial en al menos el 70%, mucho mas preferiblemente en al menos el 80%, o aun
mucho mas preferiblemente en al menos el 90% de los sujetos de un determinado grupo

0 poblacién analizada.

En otra realizacion preferida el sujeto es un ser humano, de cualquier sexo, edad o raza.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS

Materiales y Métodos

El LCR y la sangre de cada paciente se extrajeron siempre el mismo dia. Se obtuvo un
total de 3 a 15 ml de LCR (mediana = 12 ml) mediante puncién lumbar con una aguja
atraumatica. Dentro de los 30 minutos posteriores a la puncién lumbar, las muestras de
LCR se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente para

separar el componente celular del sobrenadante libre de células; los sedimentos
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celulares se almacenaron a -80 °C o se extrajo inmediatamente el ARN. Se extrajo
sangre (10 ml) en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y se aislaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC — sigla de la expresién en inglés) usando
Lymphoprep®, se conservaron sus ARN y se congelaron a -80°C. Las muestras de LCR
se analizaron de forma rutinaria para establecer los posibles recuentos celulares. El
analisis cuantitativo (indice de IgG) y cualitativo (bandas oligoclonales) de la sintesis de
IgG intratecal después de la puncion lumbar se realizé utilizando métodos estandar
(Gluxon and Thompson, Ann Clin Biochem 1990;27436- 443).

El ARN total se extrajo de las células del LCR y PBMC utilizando el micro kit AMBION
RNAqueous® (Life Technologies), de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
incluida la del ADN gendémico. El ARN total de PBMC se cuantificd y se sometieron a
transcripcion inversa 200 ng para cada muestra. Debido al rendimiento de ARN variable
de las células del LCR, se transcribié de forma inversa todo el volumen (15 pl) de ARN
extraido de cada muestra de LCR. La transcripcién inversa (RT) se realiz6 utilizando el
kit de transcripcion inversa de alta capacidad con inhibidor de RNasa (Life
Technologies). EI ADNc resultante se diluyd hasta un volumen final de 50 pl y se dividié

en cuatro alicuotas de 12,5 yl.

Los niveles de ARN del VIH se midieron en LCR y plasma libre de células utilizando
Cobas TagMan RealTime HIV-1 (version 1 o 2; Hoffmann-La Roche), o Abbott RealTime
HIV-1 (Abbot Laboratories) en hospitales locales. Para establecer una uniformidad y
garantizar la sensibilidad y especificidad en el analisis de las muestras, se utilizé6 50
copias/mL como limite inferior de deteccion cuantitativa en este analisis. Las mediciones
de sangre y LCR emparejadas utilizaron el mismo ensayo. Las mediciones de
neopterina (marcador de infeccion viral o bacteriana) en sangre y LCR emplearon
inmunoensayos  disponibles  comercialmente (BRAHMS  Aktiengesellschaft,

Hennigsdorf, Alemania) y se realizaron en una clinica.

Pacientes

Recopilamos de forma prospectiva casos de pacientes infectados por el VIH que
presentaban signos neurolégicos de linfoma y/o sintomas en el contexto de la supresion
del ARN del VIH en plasma y se sometieron a evaluacion, incluidos estudios de LCR.
La infeccion por VIH se confirmé por analisis de ARN viral en las células PBMC (células

mononucleares de sangre periférica).
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Las muestras de LCR y de plasma concurrentes fueron obtenidas por el equipo clinico
primario con fines de diagndstico o en el contexto de estudios de investigacion. Se
obtuvieron resonancias magnéticas cerebrales clinicas antes de la puncion lumbar en

escaneres locales variados de 1,5 Tesla.

Resultados

Los estudios realizados han demostrado que la mayoria de los sujetos con linfoma
asociado al VIH se encuentran en las etapas inmunosupresoras terminales de la
enfermedad, lo que sugiere que las respuestas inmunitarias intactas pueden proteger el

Sistema Nervioso Central (SNC) del linfoma.

Una forma mas directa de medir la eficacia de las respuestas inmunitarias del SNC para

controlar la replicacion del VIH en el cerebro es medir la carga viral en el LCR.

Entre junio de 2016 y diciembre de 2019, 42 pacientes con infeccién por VIH crénica
pero bien controlada y estado inmunoldgico conservado presentaron nuevos sintomas
neurologicos y se reconocié que cumplian con los criterios de linfoma primario del SNC
(LPSNC). Los pacientes experimentaron una variedad de sintomas neurolégicos que
incluyen deterioro cognitivo, sensorial y motor. El inicio fue mas a menudo subagudo, el
deterioro varié en gravedad y las anomalias progresaron con el tiempo. En general, los
sintomas neurolégicos reflejan un nivel de debilitamiento que fue significativo e involucré
una variedad de dominios funcionales. La mediana de tiempo desde el diagndstico de
VIH fue de 19,2 afios (rango, 11,1-23,2 afos). En el momento del episodio neurolégico,
los pacientes habian estado en un régimen estable durante una mediana de 26 meses

(rango, 12-65 meses).

Se encontraron células en el LCR en un numero superior al normal (pleocitodis) y
anomalias bioquimicas en todos los pacientes. El nivel medio de proteina en el LCR fue
136 (rango, 54-178). Se observoé pleocitosis en LCR en todos los pacientes, con una
mediana de 19,4 células/mm? (rango 0-200 células/mm?). Todas las muestras fueron
negativas para los estudios de ADN de bacterias, hongos y virus John Cunningham (JC)
para leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). EI LCR de 36 pacientes fue
positivo para Epstein-Barr (EBV). Aunque el virus de Epstein-Barr (EBV) estuvo

presente en el liquido cefalorraquideo de una proporcién de casos de linfoma primario

15



10

15

20

25

30

35

ES2914 452 Al

de sistema nervioso central, la forma en que el virus contribuye a la patogénesis de esta
enfermedad sigue estando poco definida. De los estudios de otros canceres asociados
con el VEB se desprende claramente que el virus no suele ser suficiente para el
desarrollo del tumor y que se requieren otros cofactores oncogénicos. En este estudio
por medio de la invencién, la forma replicativa del VEB se correlacioné con un aumento
significativo de la mortalidad y contribuyé a la inflamacién crénica como un cofactor
oncogénico potencial en esta neoplasia, al igual que en la aparicion de nuevas lesiones
tumorales. El linfoma primario de sistema nervioso central asociado al EBV de los
pacientes inmunocomprometidos comparte patrones de latencia del VEB similares (tipo
Il o 1l). Utilizando el método de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcién
inversa, se encontré que muchos pacientes eran EBV positivos y que el linfoma de
sistema nervioso central se asemejo a caracteristicas compartidas de la latencia de EBV
tipo 11l (Brink et al., Ann Clin Biochem 1990;27436- 443).

Al igual que en otros estados de inmunodeficiencia, la inmunosupresion relacionada con
la enfermedad e inducida por la terapia en el linfoma de células T puede conducir a una
linfoproliferacién prominente de células B y T asociada a EBV y a neoplasias de células
ByTEBV +.

ARN del VIH en LCR y plasma

Todos los pacientes tenian replicaciéon del VIH en el LCR en la evaluacion inicial, con
una mediana de 5800 copias/ml (rango, 4200-21090 copias/ml). La mediana de la carga
viral plasmatica fue de 19000 copias/ml (rango, <50-19802 copias / ml). El ARN del VIH

en LCR fue al menos 1 log mas alto que el ARN del VIH en plasma.

Cambios después del tratamiento

26 de 42 pacientes demostraron una mejoria clinica después del régimen de
Radiocirurgia por Gamma Knife (GKRS, por sus siglas en ingles) y terapia antiretroviral
(TAR). Dieciséis pacientes, todos con carga viral por encima de 1000 copias/ml, no
mejoraron. De estos dieciséis pacientes, se dispuso de LCR de seguimiento y se
demostré un aumento de los niveles de ARN del VIH en el LCR en una mediana de 62
dias después de la GKRS. En 8 casos, la discordancia entre el LCR y el plasma se
resolvio a los seis meses de seguimiento; en 2 casos persistié la discordancia a menor
nivel (1300 copias / mL en LCR); las anomalias de estos pacientes no mejoraron

después de 294 dias de tratamiento y comenzaron una terapia retroviral altamente
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activa (TARAA).

A los 90 dias, la resonancia magnética de los 26 pacientes que mejoraron mostré
resolucién de la mayoria de las lesiones focales. De manera similar, un paciente con
carga viral superior a 1000 copias/ml tenia hiperintensidades persistentes de la
sustancia blanca difusa en la resonancia magnética a los 180 dias, con una disminucion
significativa posterior de estas anomalias a los 360 y 540 dias de seguimiento después
de la terapia TARAA.

Los hallazgos de la resonancia magnética fueron consistentes entre los pacientes. Las
hiperintensidades de la sustancia blanca en las imagenes ponderadas en T2 y FLAIR
sugieren un proceso inflamatorio generalizado compatible con el crecimiento tumoral y
la incidencia de lesiones tumorales, caracteristica de aquellos con mayor carga viral del
VIH.

Conclusién

Se detectaron 42 casos de ARN del VIH en LCR elevado en el contexto de supresion
plasmatica en pacientes con infeccién por VIH, con control plasmatico a largo plazo y
recuentos de células T CD4+ que indican un estado inmunolégico no conservado en el
momento en que se observaron los sintomas neuroldgicos del LPSNC. Estos casos
demuestran un fenémeno unico pero clinicamente importante de la carga viral del VIH
en el LCR utilizado como biomarcador de la susceptibilidad tumoral a la radiocirugia con

signos y sintomas neuroldgicos incidentes en pacientes con infeccion por VIH y LPSNC.

La comparacion de los resultados de la resonancia magnética en el momento de la
presentacion y el seguimiento a corto y largo plazo sugiere que una carga viral de mas
de 1000 copias/ml se asocia con el crecimiento tumoral y una menor susceptibilidad del
tumor a la radiocirugia. Estos hallazgos en las imagenes pueden persistir después de la
resolucion de los sintomas, pueden crecer y/o pueden no resolverse por completo. Aun
asi, la naturaleza de los nuevos hallazgos de imagenes de tumores en sujetos con una
carga viral mayor a 1000 demuestra el uso del LCR como un biomarcador util para el

pronéstico y la incidencia de nuevas lesiones tumorales.
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REIVINDICACIONES

Uso in vitro del nivel de un biomarcador en una muestra aislada de liquido
cefalorraquideo (LCR) de un sujeto, donde el biomarcador es la carga viral del virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), para el diagnéstico de linfoma primario del

sistema nervioso central (LPSNC).

Uso segun la reivindicacion 1, donde ademas comprende la presencia o ausencia
del virus Epstein-Barr (VEB) en la muestra aislada de LCR del sujeto como

biomarcador.

Uso in vitro del nivel de un biomarcador en una muestra aislada de liquido
cefalorraquideo de un sujeto que padece de linfoma primario del sistema nervioso
central (LPSNC), donde el biomarcador es la carga viral del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), para predecir la respuesta del sujeto al tratamiento

con radioterapia.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde el sujeto es un humano.

Método in vitro para el diagnéstico de LPSNC en un sujeto, caracterizado por que
comprende los siguientes pasos:

i) identificar y cuantificar el nivel de un biomarcador, donde el biomarcador es la
carga viral del VIH, en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo del sujeto,
donde valores de mas de 50 copias/ml del biomarcador son indicativos de padecer
LPSNC.

Método segun la reivindicacién 5 donde ademas comprende:
ii) identificar la presencia o ausencia del virus VEB, donde la presencia de VEB
en LCR es indicativo de padecer LPSNC.

Método in vitro para la prediccion de la respuesta al tratamiento del linfoma primario

del sistema nervioso central (LPSNC) mediante radioterapia en un sujeto,

caracterizado por que comprende los siguientes pasos:
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i) determinar el nivel de un biomarcador, donde el biomarcador es la carga viral

del VIH, en una muestra aislada de liquido cefalorraquideo de un sujeto al menos

30 dias, preferiblemente 60 dias, después del tratamiento con radioterapia,
donde valores de mas de 1000 copias/ml de VIH activo en LCR es indicativo de una

respuesta desfavorable al tratamiento mediante radioterapia.

Método segun la reivindicacion 7, donde si la respuesta es desfavorable es
necesaria la combinacion con una terapia adyuvante, preferiblemente la terapia

adyuvante a seguir es la terapia antiviral de alta actividad (TARAA).

Método segun cualquier de las reivindicaciones 7 o 8 donde el sujeto presenta

lesiones celebrales.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 donde el sujeto es un

humano.
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