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Resumen

Objetivos: Describir los hallazgos clinico patoldgicos, la expresion del inmunomarcador
SOX11 patrén nuclear y la relacién entre éstos, en pacientes con Linfoma de Células del
Manto (LCM) diagnosticados en el Instituto Nacional de Cancerologia (INC) en el periodo
comprendido entre 2008 y 2011.

Disefio: Estudio de tipo observacional descriptivo serie de casos retrospectiva

Materiales y métodos: Sesenta casos de LCM observados en el INC durante un
periodo de 4 afios, fueron estudiados a partir de sus registros clinicos y de patologia. 29
muestras de tejidos ganglionares, 1 de paladar y 1 de carrillo, fueron seleccionadas para
la aplicacion del inmunomarcador antiSOX11. La informacion recolectada fue descrita y
analizada mediante técnicas estadisticas convencionales y el analisis bivariado mediante
la prueba x* o la prueba exacta de Fisher. Se us6 el programa estadistico Stata version
9.0.

Resultados: En los 60 casos identificados y analizados, se encontr6 una relacion
hombre a mujer de 1.7:1. La edad promedio al diagnostico fue de 63.1 afios. La
mayoria de ellos (85.7%) se diagnosticaron en estadio Ann Arbor avanzado (lll o IV) y
89.1% con sintomas B, aunque el estado funcional era bueno (ECGG1) solo en el
66% de los casos. La mayor parte de los casos tenian compromiso extra nodal (93.7%)
principalmente dado por infiltracion de médula 6sea (79%). La variante citomorfoldgica
clasica y el patron de crecimiento difuso estuvieron presentes en el 82.7% y 73.4%, de
los casos analizados, respectivamente. Solo se encontré una relacién entre el indice
mitético y el sexo (p=0.036, Prueba exacta de Fisher). En cuanto a la expresion del
anticuerpo monoclonal anti SOX11 en las 31 muestras de tejidos analizadas, se encontrd
gue el marcador fue no contributivo.

Conclusiones: Las caracteristicas clinico patolégicas de pacientes con LCM observados
en el INC, son similares a las mundialmente descritas. La edad avanzada, un pobre
estado funcional (ECOG = 2), el sexo masculino y unos elevados indices de proliferacion
pueden influir en el prondstico adverso de estos pacientes. La expresion del
inmunomarcador antiSOX11 fue considerada como no contributiva en nuestro estudio,
debido a diferentes factores o circunstancias que podrian haber alterado esta prueba.

Palabras clave: Linfoma del manto, ciclina D1, Ki-67, SOX11.



Abstract

Objectives: To describe clinicopathological findings, the expression nuclear of SOX11
and the relationship between them, in patients with Mantle Cell Lymphoma (MCL)
diagnosed at the National Cancer Institute (NCI) in the period between 2008 and 2011.

Design: Observational descriptive retrospective case series.

Material and methods: Sixty cases of MCL observed in the NCI for a period of 4 years,
were studied from their medical records and pathology. 29 lymph node tissue samples, 1
palate tissue and 1 cheek tissue, were selected for the implementation of antiSOX11
immunolabeling. The information collected was described and analyzed by conventional
statistical techniques and bivariate analysis using the x* test or Fisher's exact test. We
used Stata statistical software version 9.0.

Results: In the 60 cases identified and analyzed, we found a male to female ratio of
1.7:1. The average age at diagnosis was 63.1 years. Most of them (85.7%) were
diagnosed in advanced Ann Arbor stage (Il or IV) and 89.1% with B symptoms, but was
good functional status (ECOG < 1) only 66% of cases. Most of the cases had extra nodal
involvement (93.7%) mainly as bone marrow infiltration (79%). The classical
cytomorphological variant and diffuse growth pattern were present in 82.7% and 73.4% of
the cases analyzed, respectively. Only found a relationship between the mitotic index and
sex (p = 0.036, Fisher's exact test). With regard to the expression of SOX11 monoclonal
antibody in the 31 tissue samples analyzed, we found that the marker was non-
contributory.

Conclusions: The clinicopathological features of patients with MCL observed in the NCI,
are similar to those described worldwide. Advanced age, poor performance status
(ECOG = 2), male sex and high levels of proliferation may influence the poor prognosis of
these patients. The expression of antiSOX11 immunolabeling was seen as non-
contributory in our study, due to different factors or circumstances that may have altered
this test.

Keywords: mantle cell ymphoma, ciclin D1, Ki-67 index, SOX 11.



Contenido Pagina
ST U] = PPN VIII
N 0] 1 - (o TR RTR IX
IS = 0 L= = o] T XIl
(I = o [ 1o [0 L= =P PPRPPRR XII
IS = W0 L= 10T Y= (U = LT XV
INETOAUCCION. ...t e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e ettt b eeeeaaeeesaannnerees 1
I |V = oo I (=To ] (o o SRR PPSPUR 3
A =T o 1T =T £ Vo L= USRS 3
1.2 Linfoma de células del manto ..o 5
121 [ o]0 [=T0 o 10 (o o |- VPSSR 5
1.2.2 HIStOPALOIOGIA ... 5
1.2.3 Patogénesis MOIECUIAN ............c..uvviiiiie e 9
1.2.4  Tratamiento Y ProNOSHCO .......cccuiiiiiiieiiiie i 13
2. Planteamiento del problema.............oooooiiiiiiieeeeeeeeeeee e 17
G TN 1 1107 Vo (o] o PSSR 19
N O o1 11/ o 1 PP PUPPPT 21

o R © o] [ 1V o I o] 1] 1 = (o TP PP UPRPTRPPPPPP 21



N © | o] 1= 1) V0 LR =Y =T o o To F= 1 (o PR 21
5. MaterialeS Y METOUOS .......cooiiiiiiiiiiie et e e e e 23
5.1  DisefN0o del @StUIO........ccoiiiiiiieiiiiiie et aae 23
5.2  Definicion de Sujetos de @STUTIO .......c.uueieiiiiiiee et 23
5.3  ConducCion del @STUIO.........ceeiiuiiieeiiiiiee e s siie e e e e e e neae e e e enneeeeeanes 23

5.3.1  Sitio de iNVESHQAaCION ..........ouviiiiiiei e 23
5.3.2  Archivo de datos y SiSteMatiZacCion ............ccouiuriiiiiiiiiee e 24
5.4  Descripcion de 1as iNtErVENCIONES .........coiueiiiiiieiiiee it 25
5.5  Criterios de inclusiOn y eXCIUSION.............ceeeeeieiiiiiiiiiieec e 27
5.6 Fuentes de error predecCibleS .........ooi i 29
5.7  Varables.........ooo 29
5.8  ANAlISIS €StadiStICO......ceiiiiiiiii et 31
LT O] o 1[0 (=] = To o] g Lo T = 1o LSRR 33
7. Propiedad iNtEIECIUAL............ooiiieiiee e 35
S T =TS U 7= o o L3S 37
8.1  CaracteristiCas CHNICAS .........cccuiiiiieeeiiiie e e e se e e neeeeeeane 37
I A OF- 1 ¢ 1ol (=] 15 1 [oF= FoJ o T= L (0] (070 [ (o7 L= U S 39
8.3  EXPresion del SOXLL......coo ittt e e 42
S TR I Yo 1Y o ] o RSP 45
10. Conclusiones y reCOMENTACIONES .......cc.uuviiiiiieeeee it a e et e e e e e e s eenrreaeeeeaeeeas 49
Referencias biblIOgraAfiCaS..........uuviiiiiei e e e 51
Anexo A. Formulario de recoleccion de datos .........cceeevveeeiiiiciiiieiee e 55
Anexo B . Cronograma general de actividades..............ocooiiiiiieiiiiiie e 56

ANEXO C. PrESUPUEBSTO.....ceeitieii i e e eeiieetiiis e e e e e ettt s e e e e e e e e et et s e e e e e e eeeata e aeeeeeeesntanaeeeeeeennns 57



Xl

Lista de tablas

Pagina

Tabla 1. Diagnéstico diferencial de Linfomas de Células B pequenias:

fenotipo y genética. 4
Tabla 2. Variantes citomorfologicas del Linfoma de Células del Manto 6
Tabla 3. Indice Prondstico simplificado MIPI. 8
Tabla 4. Subgrupos de genes SOX 11
Tabla 5. Principales estudios prospectivos de regimenes de combinacién 14
Tabla 6. Definicion y operacionalizacién de variables 29
Tabla 7. Caracteristicas clinicas de pacientes con LCM diagndsticados

durante 2008 — 2011 en el INC 38

Tabla 8.Caracteristicas patoldgicas de pacientes con LCM durante

2008 — 2011 en el INC 39



Lista de figuras

XMl

Pagina
Figura 1. Variantes citomorfoldgicas 7
Figura 2. Modelo de patogénesis molecular y progresion del LCM 10
Figura 3. Imagen por inmunohistoquimica (IHQ) del SOX11 12
Figura 4. Evaluacion del indice Ki 67. 27
Figura 5. Flujograma trabajo de investigacion en Linfoma del Manto 28
Figura 6. Otros tejidos diagndsticos de pacientes con LCM 40
Figura 7. Compromiso extra nodal y de médula ésea de pacientes con LCM 40
Figura 8. Caracteristicas citomorfolégicas de pacientes con LCM 41
Figura 9. indices de proliferacion de pacientes con LCM 41
Figura 10. Caso 5323. Paciente masculino de 70 afios, con LCM 42
Figura 11. Inmunomarcacion SOX11. 43



XV

Lista de abreviaturas

Abreviatura

Término

AraC
ATM
BCL2
BCL6
CD3
CD5
CD10

CD19
CD20
CD23
CD43
CD79a
CG
CHOP

COP

CCND1
Del
ECOG
EU

FC
FCM

FISH
HMG
ICT
g
IGVH

INC
IPI
LDH
LCM
LLA
LLC
LLP
LNH
MALT
MIPI
OMS

RC
RT
REAL

Arabinosido Citocina (farmaco de quimioterapia)
Ataxia-Telangiectasia Mutada

Célula 2 de linfoma/leucemia linfocitica cronica

Célula 6 de linfoma/leucemia linfocitica cronica

Claster de diferenciacion 3

Claster de diferenciacion 5

Cluster de diferenciacion 10 o Antigeno de leucemia linfoblastica
aguda comun (CALLA)

Claster de diferenciacion 19

Claster de diferenciacion 20

Cluster de diferenciacion 23

Claster de diferenciacion 43

Cluster de diferenciacion 79a

Centrogerminal

Poliguimioterapia que incluye: doxorrubicina, ciclofosfamida,
vincristina y prednisona

Inmunoquimioterapia que incluye: ciclofosfamida, vincristina y
prednisona

Ciclina D1

Delecion

Eastern Cooperative Oncology Group

Estados Unidos

Poliquimioterapia que incluye: fludarabina y ciclofosfamida.
Poliquimioterapia que incluye: fludarabina, ciclofosfamida vy
mitoxantrona.

fluorescence in situ hybridization

High-mobility group

Irradiacion Corporal Total

Inmunoglobulina

immunoglobulin heavy chain (Cadena pesada de
Inmunoglobulinas)

Instituto Nacional de Cancerologia

indice Pronostico Internacional

deshidrogenasa lactica

Linfoma de Células del Manto

Leucemia Linfoide Aguda

Leucemia Linfoide Cronica

Linfoma Linfocitico Pequefio

Linfoma No Hodgkin

Mucosa-Associates Lymphoid Tissue

MCL International Prognostic Index

Organizacién Mundial de la Salud

Respuesta Completa
Respuesta Total
Revised European-American Lymphoma



http://www.all-acronyms.com/reverse/immunoglobulin_heavy_chain�

XV

R-CHOP
R-CVP
R-DHAP

R-Hyper CVAD

slg
SLE
SLF
SLP
ST
TC
TPH

Inmunoquimioterapia que incluye: Rituximab, doxorrubicina,
ciclofosfamida, vincristina y prednisona

Inmunoquimioterapia que incluye: Rituximab, ciclofosfamida,
vincristina y prednisona

Inmunoquimioterapia que incluye: Rituximab, Dexametasona, altas
dosis de Citarabina y Cisplatino

Inmunoquimioterapia que incluye: Rituximab, ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y dexametasona.

Inmunoglobulina de superficie

Supervivencia Libre de Evento

Supervivencia Libre de Falla

Supervivencia Libre de Progresion

Supervivencia Total

Tomografia Computarizada

Trasplante de Progenitores Hematopoyeticos.







Introduccioén

Los Linfomas No Hodgkin (LNH) corresponden al quinto mas comun cancer en los
Estados Unidos (EU) y representan un 4% de todos los canceres. La tasa de incidencia
anual entre 2000 y 2003 en EU fue de 19.1 casos por 100000 habitantes (1).

El Linfoma de Células del Manto (LCM), corresponde a casi un 5-10% de los LNH, es
decir, su tasa aproximada de incidencia anual en EU estaria entre 3000 a 6000 casos.
En Colombia no hay datos al respecto.

Para su diagnostico se requiere no solo de los hallazgos cito morfolégicos
caracteristicos, sino también de la expresion por inmunohistoquimica de la ciclina D1 o la

confirmaciéon citogenética 6 por FISH (fluorescence in situ hybridization) de la
traslocacion t (11; 14) (1 - 7).

Con el advenimiento de nuevos inmunomarcadores y de técnicas por citogenética y
biologia molecular tipo FISH, se han agregado nuevas herramientas para el diagnéstico,
tratamiento y pronostico de estos pacientes. Estos nuevos recursos diagnosticos han
llevado a una mejor clasificacion de estas entidades y nos han permitido abordarlas de
una mejor manera (8 —11).

Sin embargo, en nuestro pais no hay informes completos acerca de la presentacion
clinico patolégica de este linfoma, no se han implementado ni aplicado las nuevas
técnicas inmunohistoquimicas como el antiSOX11 y ademas carecemos de estudios
propios en los cuales se haya demostrado la real utilidad y aplicabilidad de estas
técnicas y su correlacion clinica. Esta coyuntura abre un espacio para la investigacion
clinica con orientacion basica como la que se quiere desarrollar con el presente estudio.

El presente trabajo se inicia con una revisibn de los topicos mas relevantes en la
comprension del LCM, su historia, marcadores diagnésticos y prondstico, y algunos
aspectos generales del tratamiento.



Se hace especial énfasis en el estudio de las caracteristicas clinicas generales de los
pacientes y de los hallazgos histopatol6gicos por citomorfologia e inmunohistoquimica.

Se espera que los resultados del presente trabajo permitan a nuestra comunidad médica
ampliar y mejorar los estdndares para el diagnostico, clasificacion y prondéstico de los
pacientes con LCM e ir asi construyendo nuestras propias definiciones al respecto, para
poder mas adelante establecer las mas adecuadas medidas terapéuticas a nuestros
pacientes.



1. Marco tedrico

1.1 Generalidades

Los linfomas forman parte del grupo de neoplasias hematoldgicas originadas en
células B, T o NK en sus distintos estadios de diferenciacion.

En 1994, una clasificacion fue propuesta para identificar tipos especificos de linfomas de
origen celular T y B [Revised European-American Lymphoma (REAL)] (2),
desarrollandose un esquema diagnostico de estas neoplasias mediante la identificacion
de caracteristicas clinicas, morfolégicas, inmunofenotipicas y genéticas. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) adopt6 los principios diagnosticos de esta clasificacion REAL,
y la clasificacion OMS del afio 2008 es actualmente utilizada como el esquema para el
diagnéstico de todas las neoplasias hematopoyéticas (3).

Dentro de las neoplasias linfoides de células B maduras, reconocidas por la OMS, los
Linfomas B de Células Pequefas, la mayoria de ellos también llamados indolentes o de
bajo grado, corresponden a poco menos del 50% de todos los Linfomas No Hodgkin B, e
incluyen:

e El Linfoma Folicular que acontece para un 20% de todos los LNH.
e El Linfoma del Manto cuenta para entre un 5 a 10% de todos los LNH.

e El Linfoma Marginal MALT comprende un 7 a 8 % de todos los linfomas de células B.



e El Linfoma de zona Marginal esplénico corresponde a < 2% de todos los LNH.

e El Linfoma de zona Marginal nodal es poco frecuente.

oEl Linfoma Linfocitico Pequeino (LLP) de Células B, en su forma “pura”, corresponde a
entre un 5 a 10 % de todos los LNH, pero a menos del 10% de las LLC/LLP.

e El Linfoma Linfoplasmocitico es muy raro.

Estos linfomas, aunque morfolégicamente similares uno al otro, tienen amplias
diferencias en la presentacion clinica, fenotipo, caracteristicas genéticas y resultados (5).

Ver tabla 1.

Tabla 1. Diagndstico

diferencial de Linfomas

de Células B pequefas: fenotipo y

genética.
Marcador | CD19 | CD20 | CD23 | CD10/ | CD5 | CD3 | Ciclin | Anormalidad
BCL6 D1 cromosémica
Enfermedad
del(11q)
del(13q)
LLC-B/LLP-B | + + + = + - - del(17p)
del (6q)
+12
LCM + + - - + - + t(11;14)(913;932)
t(11;18)(g21;932) *
t(14;18)(g32;921) *
Linfoma Zona | + 4 - - - - - t(1;14)(p22;932)
Marginal +3, +18
+3 *%
del(7q) ok
Linfoma
Folicular + + + - + - - - t(14;18)(q32;921)
Linfoma Linfo-
Plasmocitico + + + - = = = = del(6g21)

LLC-B = Leucemia Linfoide Cronica B; LLP-B = Linfoma Linfocitico Pequefio de células B; LCM =
Linfoma de Células del Manto; * = Linfoma MALT (del inglés Mucosa-Associates Lymphoid Tissue);

** = | infoma de Zona Marginal Nodal; *** = Linfoma de Zona Marginal Esplénico.

* Adaptado de Paul J Kurtin (5).




1.2 Linfoma de células del manto

El LCM fue originalmente reconocido en 1980 por Tolksdorf y col (4) sobre la base de
sus caracteristicas citomorfolégicas, las cuales en algunos aspectos semejan a las de los
centrocitos de centros germinales reactivos.

Después de detectarse la translocacion t (11; 14) caracteristicamente asociada con este
linfoma y basado sobre los demas analisis morfolégicos, Banks y col (6), propusieron en
1992 el término “linfoma de células del manto” para esta entidad de linfomas malignos
hoy dia ampliamente aceptada.

Posteriormente varios grupos establecieron a mediados de la década de los 90, a la
ciclina D1 como el inmunomarcador de esta entidad (7).

1.2.1 Epidemiologia

ElI LCM corresponde a entre un 5 a 10 % de todos los LNH, su incidencia se estima entre
3000 a 4000 nuevos casos anuales en EU, predomina en hombres (2:1), con una edad
mediana de 60 afios, presencia frecuente de linfadenopatia no bultosa generalizada,
compromiso extra nodal y estadio Ann Arbor avanzado, la afectacién gastrointestinal se
ha reportado en el 10-25% de los pacientes, tanto en el momento de la presentacion
como durante el curso de la enfermedad, en cambio la afectacion del sistema nervioso
central, que puede ocurrir en el 10-20% de los casos suele ser un evento tardio en la
evolucién de la neoplasia. Ademas se describe el compromiso de médula 6sea en >50%
de los pacientes, un componente leucémico en 20-30% de los casos y un curso clinico
indolente 0 moderadamente agresivo con una mediana de supervivencia de 5 a 7 afios
(3,9, 10, 11, 16). No existen datos acerca de la frecuencia ni caracteristicas del LCM en
la poblacién colombiana.

1.2.2 Histopatologia

La zona del manto es el area que circunscribe al Centro Germinal (CG) de los foliculos
linfoides. En esta zona la mayoria de células B permanecen en estado de reposo, y
son linfocitos B “pre-CG”.



Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2008) define al Linfoma de
Células del Manto como una neoplasia de células B compuesta de células linfoides mono
morficas de tamafio pequefio a mediano con contorno nuclear irregular y una
translocacion Ciclina D1. Las células transformadas neoplasicas (centroblastos),
parainmunoblastos y centros de proliferacion estan ausentes. El inmunofenotipo
caracteristico es: CD 5 (+), CD10 (-), CD19 (+), CD20 (+), CD22 (+), CD23 (-), CD43 (+),
CD79a (+), BCL6 (-), slg (+), Ciclina D1 (+). Todos los casos son BCL 2 (+), con una
mayor tendencia a expresar cadenas ligeras lambda y una minoria son CD 5 (-) (3).

Este linfoma comparte caracteristicas con la LLC-B, lo que sugiere que su origen podria
ubicarse en un linfocito B en un estadio madurativo inmediatamente posterior al de la
LLC-B, que histologicamente se localizaria en la zona del manto de los organos linfoides
secundarios. Aproximadamente el 25% de los pacientes con LCM presentan genes
IGVH mutados, y esto ocurre con mayor frecuencia en los pacientes con enfermedad
ganglionar (90% vs. 40%). A diferencia de la LLC-B, la presencia de mutaciones IGVH
no se correlaciona con la supervivencia (8).

En el LCM dentro de las variantes cito morfoldégicas estan la clasica, la de células
pequefias, la de zona marginal-like y las variantes agresivas pleomorfica y blastoide. Ver
tabla 2 y figura 1

Tabla 2. Variantes citomorfologicas del Linfoma de Células del Manto.

Tipo clasica

Nucleo indentado de tamafio pequefio a mediano con cromatina moderadamente dispersa.
Citoplasma pélido y escaso. Poblacion celular monotona. Ocasionales células neoplasicas
grandes infrecuentemente intercaladas.

Tipo células pequefias
Nucleo redondo pequefio o ligeramente indentado con cromatina nuclear densa. Imita al linfoma
linfocitico/LLC-B, con pérdida de prolinfocitos y parainmunoblastos.

Tipo pleomorfico

Mezcla de células tumorales con nucleos de diferentes tamafios (medianos-grandes) e imita en
alguna forma al linfoma B de células grandes. Cromatina nuclear palida. Moderada cantidad de
citoplasma.

Tipo blastico.

Formas monomorficas de blastos de pequefio a mediano tamafio con cromatina dispersa fina que
imita un linfoma linfoblastico/LLA. Anillo estrecho de citoplasma. Cuerpos apoptoticos
frecuentes.

* Adaptado de Tiemann y Col (9)




Classical MCL Blastoid MCL Fleomorphic MCL

Figura 1. Variantes citomorfoldgicas (* Adaptado de Jares y col (17)).

Los ganglios linfaticos afectados muestran una arquitectura borrada por una proliferacion
linfoide atipica, que puede adoptar tres patrones de crecimiento: zona del manto, nodular
o difuso.

El termino LCM viene del patrébn de crecimiento de este linfoma en los estadios
tempranos de la enfermedad, cuando las células tumorales rodean los centros
germinales reactivos residuales y reemplazan el manto folicular normal (patrén de zona
del manto). Este patron puede estar asociado con una preservacion parcial de la
arquitectura nodal y puede ser dificil de distinguir de una hiperplasia folicular o de células
del manto. Se ha sugerido que al progresar la enfermedad, el LCM puede mostrar un
patrén de crecimiento predominantemente nodular (> 50% de crecimiento nodular) o
predominantemente difuso (< 50% de crecimiento nodular) (9 - 11).

En el compromiso de médula 6sea el patrén de infiltracion puede ser nodular, intersticial,
o paratrabecular, siendo en la mayoria de los casos una combinacion de estos patrones.
Los agregados paratrabeculares aislados son extremadamente raros. En algunos casos
se puede ver una infiltracién difusa de la médula. El grado de infiltracibn no parece
correlacionar con la variante histologica de LCM identificada en la biopsia de ganglio
linfatico, el patrén arquitectural o la supervivencia del paciente (11).

La inmunotincion de Ki-67 es util para valorar la actividad proliferativa de estos linfomas.
En general pocas células son positivas para el Ki67 en la variante clasica, mientras que
las variantes blastoides muestran un elevado numero de células positivas para este
marcador (11, 12).



El Indice Ki67 ha sido ampliamente aceptado como un marcador de proliferacién celular
en la practica diaria patolégica y se ha consolidado como una de las variables
independientes prondsticas de supervivencia (12 - 15).

Sin embargo las poblaciones de pacientes de estos estudios han sido clinicamente
heterogéneas y el Ki67 ha sido evaluado mediante métodos manuales.

En 2008, Hoster y col (13), reportaron una nueva escala pronostica especifica para
pacientes con LCM en estadio avanzado que habian recibido tratamientos
estandarizados en estudios aleatorizados. Esta escalada denominada MIPI (MCL
International Prognostic Index) se basa sobre 4 factores prondsticos independiente:
edad, ECOG, LDH y conteo de leucocitos; colocando a los pacientes en 3 grupos de
riesgo: bajo, intermedio o alto, de acuerdo a la suma de puntajes dados para cada
variable. Ver tabla 3.

Tabla 3 . Indice Prondstico simplificado MIPI.

Puntos Edad (afios) ECOG **| DH Leucocitos
(10°/L)

0 <50 0-1 <0.67 <6.700

1 50-59 0.67 —0.99 6.700 — 9.999

2 60-69 2-4 1.000 -1.49 10.000-14.999

3 270 > 1.500 >15.000

Riesgo bajo = 0 a 3 puntos (mediana de supervivencia no lograda); Riesgo intermedio =4 a5
puntos (mediana de supervivencia de 51 meses); Riesgo alto = 6 a 11 puntos (mediana de
supervivencia de 29 meses): --- = Indica no aplicable; ** LDH esta dada de acuerdo a la relacion
con el limite superior normal.

* Adaptado de Hoster y col (13)

En este reporte de Hoster y col (13), los hallazgos fueron independientes de la eleccién
de la terapia cito reductiva inicial, no siendo afectados tampoco por la inclusion del
Rituximab ni por la terapia intensiva con trasplante autélogo de progenitores
hematopoyéticos y aunque los datos de proliferacion fueron disponibles en solo la mitad
de los pacientes, tanto el Ki67 como el indice mitético mostraron fuerte relevancia
pronostica univariada para la supervivencia total con un RR de 1.29 (IC 95% 1.16-1.44, P
<.001) para un Ki67 elevado por 10% y 1.27 (IC 95% 1.09-1.48, P< .003) para el nimero
de mitosis elevada por 10/mm2. En la regresion bivariable, solo el Ki67 permanecié
independientemente significativo. Sin embargo la inclusiéon del Ki67, no cambio
substancialmente el coeficiente de regresion del MIPI (0.9554, P < .001). Refieren
ademas, que la seleccién de pacientes con Ki67 no fue aleatoria y que éste Ki67 fue




evaluado solamente sobre biopsias de ganglios linfoides, no pudiéndose entonces
obtenerse un mayor peso de éste inmunomarcador sobre el prondstico. Sugieren que la
estandarizacion y reproducibilidad de estos indices de proliferacion aun requieren de
mejorarse, como prerrequisito esencial para ser usados como marcadores prondsticos
moleculares (13).

Un simple estudio evalu6 el Ki67 en pacientes tratados con quimioterapia R-CHOP y
reporto que un Ki67 alto (mayor >30%) predijo un pobre resultado (14).

En otro estudio encontraron al Ki67 (mayor >35%) como un predictor independiente de
SLP y SLE, controlando para genero, compromiso de médula 6sea y factores de riesgo
IPI, incluyendo LDH (15).

En resumen, dentro de los parametros prondsticos adversos histopatolégicos reportados,
se encuentran el patron de crecimiento difuso, las variantes agresivas pleomorfica y
blastica, una alta tasa mitética (>25 figuras mitéticas x mmz2) y un ki67 elevado (>30% de
células tumorales positivas para el Ki67 en 10 Campos de Alto Poder (CAP)),
independientemente de otros factores prondsticos clinicos, y permaneciendo como
marcadores prondsticos importantes en la era del rituximab (9 - 15).

1.2.3 Patogénesis molecular

La expresidbn de-regulada y ectépica de ciclina D1 debida a la translocaciéon
t(11;14)(g13;932), la cual coloca al gen de la ciclina D1(BCL1/CCND1) bajo el control del
“potenciador de las cadenas pesadas de Ig”, es considerada el evento molecular primario
en la patogénesis de LCM. La ciclina D1 es un regulador importante de la fase G1-S del
ciclo celular.

El LCM es una de las malignidades de células B con el mas alto grado de inestabilidad
gendmica, la cual esta relacionada con la disrupcion de los mecanismos de reparacion
del DNA y con la activacién de los mecanismos de supervivencia celular. Mutaciones de
la proteina p53 tipicamente en conjunto con deleciones 17pl3 han sido detectadas
primariamente en casos de LCM variante blastoide. Las deleciones 11g22-23 afectando
el gen ATM son recurrentes en el LCM. La kinasa ATM esté involucrada en la respuesta
celular al dafio del DNA y puede actuar como un gen supresor tumoral (16-18).

En la figura 2 se ilustra el modelo de patogénesis molecular y progresion del LCM (17).
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Figura 2. Modelo de patogénesis molecular y progresién del LCM. Mutaciones de la Ataxia-
Telangiectasia-Mutada (ATM) o de la Checkpoint kinasa 2 (CHK2) pueden facilitar el desarrollo
del linfoma. La t (11; 14) (q13; q32) ocurre en células B inmaduras y resulta en expresion
deregulada y ectopica de la Ciclina D1 y temprana expansion de células B tumorales en las areas
de zonas del manto de los foliculos linfoides. Esta traslocacion supera el efecto supresor del
retinoblastoma 1 (RB1) y el inhibidor del ciclo celular p27. Ademas, otras alteraciones genéticas
pueden estar dirigidas a genes del ciclo celular y a vias regulatorias de supervivencia, llevando a
mas variantes agresivas y proliferativas.

* Adaptado de Jares y col (17).

Por inmunoreactividad la ciclina D1 se detecta siempre en el nlcleo de las células, pero
la intensidad puede variar de célula a célula y entre distintos casos. La ciclina D1 se
detecta también en el ndcleo de los histiocitos, en el nucleo de las células endoteliales y
en el de las células epiteliales, que se pueden utilizar como control interno (7, 11, 20,
21).

Por medio de las técnicas actuales, la ciclina D1 por inmunohistoquimica se detecta en el
85 a 90% de los casos de LCM. Ademas del LCM, la ciclina D1 se sobreexpresa también
en un subgrupo de LLC, en algunos casos con t (11; 14), en algunas leucemias
prolinfociticas y en el 25% de mielomas multiples que tienen la translocacién t (11; 14) o
amplificacion del gen. Niveles bajos de ciclina D1 se pueden detectar en tricoleucemias
sin reordenamiento de bcl-1. Hasta un 10 a 15% de los LCM pierden la expresion de la
cicina D1 y pueden no ser diagnosticados por inmunohistoquimica, requiriéndose
entonces de técnicas citogenéticas y/o por biologia molecular tipo FISH (7, 11, 17 — 19).
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B Rol de SOX11 en LCM

En los ultimos afios se han identificado factores de transcripcién asociados a la génesis
de diferentes neoplasias. Dentro de éstos, se ha identificado a la familia de genes SOX,
la cual corresponde a un grupo de proteinas que contienen un dominio de alta movilidad
(HMG = high-mobility group) unido al DNA que permite el reclutamiento selectivo de
proteinas SOX individuales a genes especificos, con fuerte similaridad al dominio HMG
de Sry (proteina determinante del sexo).

Los dominios de SOX HMG se unen a secuencias en la ranura o surco menor del DNA, e
inducen un gran cambio conformacional de éste.

Ha sido sugerido que la funcién de la proteina SOX es parcialmente arquitectural,
permitiendo a otros factores de transcripcion unirse a la ranura mayor, trayendo
elementos regulatorios juntos y facilitando la formacion de proteinas complejas.

Aproximadamente 20 genes SOX han sido identificados en humanos y ratones, y son
divididos en 9 subgrupos. Ver tabla 4.

Tabla 4. Subgrupos de genes SOX

Subgrupo Genes SOX

SOXA SRY

SOXB1 SOX1,S0X2,S0X3
SOXB2 SOX14, SOX21

SOXC SOX4, SOX11, SOX12
SOXD SOX5,S0X6,SOX13
SOXE S0OX8,50X9,S0X10
SOXF SOX7, SOX17, SOX18
SOXG SOX15

SOXH SOX30

* Adaptado de Xu W y Li J-Y (22).

El gen SOX11, mapeado en el cromosoma 2p25.3, pertenece al subgrupo C, el cual
tiene 3 miembros: SOX4, SOX 11 y SOX12. Estos 3 genes son co-expresados en
progenitores neuronales embrionicos y en células mesenquimales en muchos érganos
desarrollados. La proteina humana SOX11 tiene 441 amino&cidos y 46.7 KDa de peso
molecular (22).
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La incrementada expresion de SOX4 esta relacionada con tumores de vejiga, prostata,
colén y pulmédn y una alta expresion de SOX11 es asociada con gliomas, linfomas de
células no B y tumores ovaricos epiteliales. Tanto SOX4 como SOX11 han sido
demostrados a ser altamente expresados en meduloblastomas (23).

Aunque SOX4 es un factor de transcripcidén prominente en linfocitos tanto de linaje B
como T, y es crucial para linfopoyesis B; SOX11 no tiene una funcion linfopoyetica
claramente conocida y no es expresada normalmente en células B.

Recientemente algunos autores han reportado la expresién nuclear de éste factor de
transcripcion SOX11 en el linfoma de células del manto (LCM) comparado con otros
linfomas y tejidos benignos, describiéndose entonces como un posible marcador
diagnéstico que es igualmente expresado en LCM ciclina D1 (+) o ciclina D1 (-). Se
hipotetiza que su expresion en LCM lleva a regulacién aberrante de genes involucrados
en la supervivencia o muerte celular, pudiendo tener un rol funcional en el desarrollo y/o
supervivencia de células tumorales (24 - 26).

Figura 3. Imagen por inmunohistoquimica
(IHQ) del SOX11. Un montaje microarray
tisular de sefiales representativas de éste
inmunomarcador.

* Adaptado de Ek Sy col (24).

También se ha sugerido que aunque la sobre-expresion del gen SOX11 es altamente
asociada con el LCM, ésta es independiente de la t (11; 14) en neoplasias de células B
no LCM. Su asociacion con la sobreexpresién de ciclina D1 en la leucemia de células
peludas, sugiere que puede estar involucrado en la sobreregulacion de la ciclina D1 de
esta leucemia (27).

La ausencia de la expresion de SOX 11 ha sido recientemente identificada como una
caracteristica del subtipo indolente de LCM. En un articulo publicado por Fernandez y col



13

(28), pacientes con LCM SOX11 (-) tenian una mayor supervivencia total que aquellos
SOX11 (+) [Supervivencia Total a 5 afios 78% (IC 95%, 56—100) versus 36% (IC 95%,
25-47). La pérdida o no expresion de SOX11 en LCM ciclina D1 (+), puede entonces
identificar un subconjunto de LCM con una conducta biolégica diferente que el LCM
convencional SOX11 (+).

En otro articulo publicado por Mozos y col (29) la expresion de la proteina SOX11 fue
investigada inmunohistoquimicamente en 12 casos de LCM ciclina D1 (-), en 54 casos de
LCM convencional y en 209 neoplasias linfoides adicionales. Los 12 casos de LCM
ciclina D1 (-) ocurrieron en hombres ancianos con enfermedad en estadio avanzado y
frecuente compromiso extra nodal y de sangre periférica. Hubo pobre respuesta a la
terapia y la supervivencia total no fue diferente de la de pacientes ciclina D1 (+). Estos
pacientes fueron SOX11 (+). La evolucién clinica agresiva de estos linfomas pone
entonces de manifiesto la necesidad de tener marcadores confiables para identificar
tales malignidades y distinguir éstas de otros linfomas de células B pequefas ya que un
manejo terapéutico diferente puede ser requerido.

Aunque SOX11 puede también ser detectado en algunos linfomas Burkitt,
Leucemias/linfomas linfoblasticos B y leucemias prolinfociticas T, las caracteristicas
morfolégicas y fenotipicas diferentes de estas malignidades permiten el facil
reconocimiento de los casos de LCM ciclina D1 (-).

Un reciente estudio ha demostrado el valor de determinar la expresion de SOX11 vy
ciclinas D, adicionando util informacion pronéstica en enfermedades linfoproliferativas B,
especialmente en LCM y LLC (30).

El advenimiento de estos inmunomarcadores y de técnicas por biologia molecular tipo
FISH, han agregado entonces nuevas herramientas para el diagnoéstico y pronostico de
pacientes con LCM.

1.2.4 Tratamiento y prondstico

La supervivencia total de pacientes con LCM avanzado no blastoide casi que se ha
doblado durante las Ultimas tres décadas, debido entre varias causas a avances en los
cuidados de soporte, a nhuevas herramientas diagndsticas, a una mayor expectativa
general de vida, a la aplicacion de regimenes conteniendo antraciclinas, al uso de
anticuerpos anti CD20 como el rituximab y a terapias intensivas que incluyen el
trasplante de progenitores hematopoyéticos (31).
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Los regimenes activos en LCM son los mismos que aquellos usados para otros linfomas:
basados en agentes alquilantes (COP-CVP), basados en antraciclinas (CHOP), basados
en fludarabina y cladribina (FC o FCM), conteniendo Ara-C o platinos y mas
recientemente basados en bendamustina, bortezomib o lenalidomida; usualmente
combinados con Rituximab (16, 19).

La eleccion de uno u otro régimen de tratamiento depende de las caracteristicas clinico
patoldgicas de cada paciente y del protocolo institucional o grupo médico tratante. Ver
tabla 5.

Tabla 5. Principales estudios prospectivos de regimenes de combinacion para LCM en
primera linea.

REGIMEN AUTOR (afio) N RT % | RC % | SLE/SLP ST Ref.

COP/CVP Meusers vy col (1989) 37 84 22 10 meses 65 % (2a) 32
Teodorovic y col (1995) 35 60 40 20 meses 45 % (2a) 33
Unterhalt y col (1996) 46 83 18 -- -- 34

CHOP Meusers y col (1989) 26 88 38 7 meses 60 % (2a) 32
Lenz y col (2005) 60 75 7 19 meses 76 % (2a) 35
Nickenig y col (2006) 46 87 15 21 meses 85 % (2a) 36

R-CHOP Howard y col (2002) 40 96 48 17 meses - 37
Lenz y col (2005) 62 94 34 20 meses 76 % (2a) 35

CHOP +/- DHAP Lefrere y col (2004) 28 92 84 51 meses 81 meses 38

+ TPH autologo (mediana) (mediana)

R-Hyper-CVAD/ Romaguera y col (2005) 97 97 87 64% 82% (3a) | 39

R-MTX-Ara-C (SLF 3 a)

R-DHAP y TPH de Guibert y col (2006) 24 | 96 92 65% (3 a) 69% (3a) | 40

autologo

R-CHOP X 3 + R- | Delarue y col (2008) 60 95 61 83 meses 75% (5a) | 41

DHAP X 3y TPH (Mediana)

autélogo

R-maxi-CHOP + | Geisler y col (2008) 160 | 96 54 SLE 56% / 70% (6a) | 42

R-HD-Ara-C + R- SLP 66%

BEAMy TPH (6 a)

autélogo

** Abreviaciones : TPH = Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos; N = # de pacientes; RT = Respuesta
Total; RC = Respuesta Completa; SLE/SLP = Supervivencia Libre de Evento 6 Supervivencia Libre de
Progresion; SLF = Supervivencia Libre de Falla; ST = Supervivencia Total; a = afios.

* Adaptado de Ghielmini y Zucca (16), y otros (32 - 42).

El Grupo de Linfoma Nordico (42) incluyo 160 pacientes tratados con R-Maxi-CHOP
alternando con altas dosis de Ara C y consolidacién con BEAM o BEAC soportado con
células madre autdlogas purgadas in vivo con Rituximab. En este estudio, con una
mediana de observacion de 4 afios, una SLE a 6 afios del 56% fue observada sin
pacientes recayendo después de 5 afios. Este grupo Nordico y el intergrupo Europeo de
LCM (43) demostraron la importancia de lograr una remision molecular pos tratamiento,
sugiriéndose entonces la medicién de la enfermedad minima residual como un predictor
independiente de resultado clinico.
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Un reciente estudio del European MCL Network realizado entre Julio de 2004 a mayo de
2010, aleatorizo 497 pacientes en 4 paises (Alemania, Francia, Polonia y Bélgica) a R-
CHOP (x 6) + TPHa acondicionado con radioquimioterapia (ICT 12 Gy + ciclofosfamida
60mg/kg x 2) vs cursos alternantes de R-CHOP (x 3) y R-DHAP (x 3) + TPHa
acondicionado con radioquimioterapia (ICT 10 Gy + altas dosis de Ara-C 1.5g/m2x 4 y
melfalan 140 mg/m2). Después de la induccion, la tasa de respuesta completa fue
significativamente mayor en el grupo R-CHOP + R-DHAP (brazo B); experimentando
ademas un mayor tiempo a la falla después de una mediana de seguimiento de 27
meses. Acorde a estos resultados, ellos recomiendan que el régimen de induccion
conteniendo altas dosis de Ara-C seguido de TPHa deberia ser el Nuevo estandar de
cuidado para pacientes con LCM < 65 afios (44).

Otras opciones terapéuticas que incluyen al rituximab como terapia de mantenimiento, y
nuevos farmacos como el bortezomib, la lenalidomida, el temsirolimus, entre otros, han
reportado a ser activos en LCM y estan en fase de experimentacién, en ensayos clinicos
fase Il 'y Il

Aunque la mayor parte de los pacientes se presentan con una enfermedad en estadio
avanzado al diagndstico, otros pocos se presentan con una forma indolente de LCM.

Investigadores del Weill Cornell Medical College en Nueva York (EUA) evaluaron 97
pacientes con LCM; 31 de ellos (32%) fueron asintomaticos, observandose y tratdndose
con terapia sistémica solo cuando clinicamente necesario (a intervalos mayores de 3
meses). Catorce de ellos permanecieron sin tratamiento por mas de 1 afio y el perfil de
supervivencia total de este grupo fue superior que el del grupo de comparacion
institucional (n = 66) que fue tratado inmediatamente después del diagndstico (45).
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2. Planteamiento del problema

En Colombia no hay datos acerca de la presentacién clinico patoldgica del LCM, ademas
por el alto costo y nivel de complejidad, no se dispone siempre en los laboratorios de cito
patologia de nuestro pais, de todas las herramientas para el diagndéstico y clasificacién
de éste tipo de linfomas, lo que conlleva a que en varias ocasiones su diagndstico sea
retrasado y ello incida negativamente en el tratamiento y prondstico de éstos pacientes.
Se requiere entonces que se den a conocer las caracteristicas de nuestros pacientes con
LCM y ademas, de que se adopten las mas practicas herramientas con el fin de mejorar
los estandares de diagndostico, la clasificacion, la estadificacién, el prondstico y el manejo
oportuno de ésta patologia.

En los ultimos afios, el factor de transcripcion SOX11 ha sido descrito como un
marcador diagndstico que es igualmente expresado en LCM ciclina D1 (+) o ciclina D1 (-
) (18, 19, 22, 24- 27). Ademas, algunos estudios refieren que la pérdida o no expresion
de SOX11 en pacientes con LCM ciclina D1 (+), puede identificar un subgrupo con una
conducta bioldgica diferente al LCM convencional SOX11 (+) (28, 29).

Aunque actualmente se encuentra aprobado solo para uso con fines de investigacion,
podria en un corto tiempo llegar a ser aprobado como un marcador diagnéstico y
pronéstico, pudiéndose tal vez implementar como un examen complementario a la
ciclina D1y a las demas técnicas por biologia molecular.

Mas investigacién e informacién adicional sobre la presentacion clinico patolégica y
caracteristicas bioldgicas del LCM, es necesaria para ampliar el armamentario
diagnostico, prondstico y terapéutico del LCM.
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3. Justificacion

Con este trabajo queremos describir y relacionar los hallazgos clinico patoldgicos de la
serie mas grande de casos de LCM observados o diagnosticados en el Instituto Nacional
de Cancerologia (INC), principal centro nacional de referencia en hemato-oncologia de
nuestro pais, durante un periodo de cuatro afios; ademas pretendemos describir la
expresion por inmunohistoquimica del anticuerpo monoclonal anti SOX11 en las
muestras histopatolégicas que expresaron la ciclina D1 o lat (11; 14).

Todo este proceso de revision y descripcion de esta serie de casos de LCM, asi como la
estandarizacion y aplicacion de este nuevo inmunomarcador SOX11, contribuiran al
fortalecimiento de la capacidad cientifica nacional, a la implementacién de nuevas
técnicas diagnosticas y a la investigacion en este campo de la hematologia.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo primario

» Describir la expresion del inmunomarcador SOX11 patrén nuclear en pacientes con
LCM diagnosticados en el INC durante el periodo comprendido entre 2008 y 2011.

4.2 Objetivos secundarios

- Describir los hallazgos clinico patol6gicos de pacientes con LCM diagnosticados en el
INC durante el periodo comprendido entre 2008 y 2011.

- Describir la relacién entre los hallazgos citomorfologicos e histopatolégicos, con los
marcadores de proliferacion celular y las caracteristicas clinicas de los pacientes con
LCM.

- Describir la relacion del inmunomarcador SOX11 patrén nuclear con las demas
caracteristicas clinicas, histopatolégicas y citomorfologicas de pacientes con LCM.
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5. Materiales y metodos

5.1 Diseio del estudio

Estudio de tipo observacional descriptivo serie de casos retrospectiva.

5.2 Definicidn de sujetos de estudio

Poblacion: Pacientes diagnosticados con LCM por citomorfologia e inmunohistoquimica
positiva para ciclina D1 o mediante la t (11; 14), en el periodo comprendido entre 2008 a
2011.

Estos casos se obtuvieron de los registros que se tienen en el departamento de
hematopatologia, de pacientes diagnosticados con LCM desde enero de 2008, tiempo
aproximado en el cual inicio a funcionar la sistematizacion de datos por medio del
software empresarial corporativo SAP en el Instituto Nacional de Cancerologia.

5.3 Conduccioén del estudio

5.3.1 Sitio de investigacion

Los sitios para la presente investigacion fueron los departamentos de Hematologia y de
Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia.
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5.3.2 Archivo de datos y sistematizacion

Se realiz6 una busqueda y revisibn exhaustiva de los informes obtenidos de los
pacientes diagnésticados con LCM en los registros de los servicios de hematologia
clinica y de patologia en el periodo comprendido entre 2008 y 2011.

Se tomd6 informacion referente a nimero de identificacién, nombre, edad, sexo, fecha del
diagnéstico, estadio Ann Arbor, riesgo MIPI, sintomas B, LDH, compromiso extra nodal,
ECOG, tejidos evaluados y hallazgos citomorfolégicos e inmunohistoquimicos; asi como
de la terapia recibida y la fecha de ultimo dato de supervivencia (ver tabla 6 y anexo A).

Esta busqueda incluyé tanto los registros generales en ambos servicios, como aquellos
registros personales de varios de los patdlogos que trabajan este tipo de neoplasia. Si
alguno de los datos o variables a incluirse en el estudio no estaban anotados o
disponibles dentro de la historia clinica, se procedidé al célculo de éstos a partir de
reportes o resultados objetivos presentes en la historia clinica. Ejemplo : Si no habia un
reporte del estadio Ann Arbor del Linfoma, éste se calculo teniendo como base los
informes de la tomografia computarizada (TC) del paciente al momento del diagnéstico o
en un tiempo cercano a éste; lo mismo se realizdé para algunas otras variables en las
gue fue posible establecerse ello.

En los casos de tejidos no médula 6sea en los que no hubiese reporte de alguna de las
variantes morfoldgicas, patrones de crecimiento o marcadores de proliferacion celular
(Ki67 e indice mitético), se procedié a revision de las laminas presentes y/o a nuevo
corte e inmunotincién con hematoxilina-Eosina (H-E), ciclina D1 y Ki67, para su lectura.

Aquellas muestras de ganglios linfoides parafinadas y de buena calidad se
seleccionaron para la aplicacion de la tincibn inmunohistoquimica antiSOX11. Se
dispuso ademas, de un instrumento de recoleccibn de datos, los cuales fueron
organizados, archivados y custodiados por los miembros del grupo de estudio.

Posteriormente se cred una base inicial de datos de estos pacientes, con el programa
Microsoft Office Excel (version 2007), y luego se seleccionaron y revisaron aquellos
casos que tenian disponibles muestras de patologia (laminas y biopsias de ganglios,
médula 6sea y otros tejidos).
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5.4 Descripcion de las intervenciones

Todo el material fue revisado por un hematopatologo (OM) usando los criterios recientes
de la OMS (2008) (3), incluyendo un panel de anticuerpos de diagnostico estandar
(CD20, Bcl-6, Bcl-2, CD3, CD5, CD10, CD23, ciclina D1, Ki67).

La técnica de inmunohistoquimica antiSOX11 fue solo realizada sobre secciones
tisulares de biopsias embebidas en parafina, fijadas en formalina, pues las biopsias de
médula 6sea y de tejidos fijados en Bouin 6 en B-5, se han reportado en algunos
estudios a no ser adecuados para este inmunomarcador (24, 26).

Hubo 31 muestras tisulares disponibles y adecuadas para estudios
inmunohistoquimicos.

Areas tumorales representativas fueron seleccionadas a partir de una evaluacion inicial
hecha sobre secciones tefidas con H-E y secciones tisulares de 3 um fueron removidas
a partir de cada bloque de parafina correspondiente usando un micrétomo automatizado
(Shandon Finesse ME, Thermo Scientific electron corporation, Inglaterra) vy
posteriormente ensambladas en una nueva lamina portaobjetos silanizada (especial
para inmunohistoquimica). Luego, las laminas fueron secadas en horno por dos horas,
desparafinizadas en xylol, pasadas por alcohol y rehidratadas en agua destilada.

Después de la desparafinacion, las secciones fueron colocadas en buffer citrato (pH 9.0)
y llevadas a recuperacion antigénica mediante el calentamiento de éstas en vaporel a
92°C durante 50 minutos; posteriormente la actividad peroxidasa endbégena de las
secciones desparafinadas fue eliminada por incubacion durante 10 minutos en solucion
peréxido de hidrogeno al 3% y lavadas con PBS (Wash buffer). Las siguientes técnicas
o kits manuales que utilizan la 3,3' Diaminobenzidine (DAB) fueron usados como agente
colorante:

- La técnica polimero mediante el reactivo peroxidasa conjugado EnVision ™ + Dual Link
(DAKO) que no tiene el anticuerpo bloqueante de proteinas y que es compatible con
anticuerpos primarios de raton y/o de conejo adecuadamente diluidos.

- La técnica DAB Quanto (Labvision corporation) que utiliza el bloqueante antes del
peréxido y antes del anticuerpo primario.
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Ambas técnicas permiten omitir el paso por la biotina anti inmunoglobulina y el
conjugado estreptavidina-peroxidasa, reduciendo el tiempo de incubacion.

En el paso siguiente las laminas fueron tefiidas con el anticuerpo monoclonal primario
derivado de conejo antiSOX11 (Ref: HPA000536; vial x 100 ul, Lote i41670; SIGMA-
ALDRICH, Atlas Antibodies, Suecia) durante 1 hora.

Finalmente, las ldminas fueron contra tefiidas con un sulfato de cobre para intensificar la
DAB, se lavaron y luego se les aplico la hematoxilina durante 3 minutos, lavandose
nuevamente y luego recibiendo agua amoniacal para contrastar y asegurar la
hematoxilina. El procedimiento fue realizado a temperatura ambiente.

Este anticuerpo SOX11 fue inicialmente aplicado sobre los controles internos (nucleos
de células epiteliales escamosas y citoplasma de células linfoides en tejidos amigdalinos
y mucosas) a una dilucién de 1:200, sin lograrse la inmunomarcacion. Posteriormente se
paso a una dilucion de 1:100 lograndose después de varios intentos, una fuerte
positividad nuclear de estos controles internos. Se selecciono entonces esta dilucion
para la inmunomarcacion de las muestras de ganglios linfoides previamente confirmadas
como LCM ciclina D1 (+).

Dentro del proceso de estandarizacion, primero se hizo "calibraciéon" por diluciones y
luego por temperatura.

Para la ciclina D1 se utiliz6 el anticuerpo anti-CCND1 monoclonal derivado de conejo
altamente sensible (DAKO clona SP 4- Codigo M3635) a una dilucion de 1:50.

Para el Ki-67 se utilizé el anticuerpo monoclonal derivado de raton anti Ki-67 (DAKO
clona MIB-1, cddigo M7240) a una dilucién de 1:50.

Para estos inmunomarcadores el patron de tincién de las células tumorales debia ser
nuclear.

El Ki 67 fue evaluado mediante el conteo manual de células positivas por campo de alto
poder (promedio de 10 campos). Ver ejemplo figura 4.
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Figura 4. Evaluacioén del indice Ki 67. (A) LCM con un indice Ki67 bajo (3%); (B) LCM con un
indice Ki67 alto (80%).

Para el analisis, un microscopio universal (Axioplan Carl Zeiss™, Alemania) equipado
con un objetivo 10 X y 40 X fue usado. Las imagenes fueron capturadas y procesadas
por un microscopio digital integrado (Coolscope CS1 de Nikon™, Japén) que ofrece una
observacion simultanea de una macro imagen y una micro imagen en cualquiera de los
aumentos 5x, 10x, 20x, y 40x.

El cronograma y presupuesto del presente estudio se describe en anexos By C.

5.5 Criterios de inclusion y exclusion

El criterio de ingreso al estudio fue el tener un reporte clinico e histopatolégico con el
diagnéstico confirmado de linfoma de células pequefias tipo LCM que incluye la
positividad de la ciclina D1 o de lat (11; 14).

Como criterios de inclusién para la inmunomarcacion con el anticuerpo monoclonal anti
SOX11 se consideran solo a las muestras de ganglios linfoides.

Se excluyen para la inmunomarcaciéon antiSOX11 a las muestras de médula Osea,
pues alli ésta prueba se ha reportado a ser negativa (24, 26); también se excluyen las
muestras de otros tejidos no ganglionares y aquellos casos cuyas biopsias embebidas
en bloques de parafina no estuviesen disponibles, no fueran representativas o0 no
fuesen adecuadas ni de buena calidad. Ver flujograma figura 5
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Descripcion clinico patoldgica y
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Figura 5.

Flujograma trabajo de investigacion en Linfoma del Manto.
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5.6 Fuentes de error predecibles

Como es conocido, la realizacion de estudios retrospectivos limita los resultados debido
a la carencia de algunos datos por la toma de ciertos registros de historia clinica. Esto
condiciona que cierta cantidad de resultados va a carecer de informacién para ciertas
variables clinicas y limitard4 de igual forma el andlisis estadistico y el establecimiento de
diferencias. Sin embargo, en este estudio la mayoria de variables histopatolégicas estan
presentes para su analisis.

5.7 Variables

Las variables demograficas consideradas fueron: la edad y el sexo de paciente, el
estadio de la enfermedad, la presencia de sintomas B, el valor de la Lactato
DesHidrogenasa (LDH), el compromiso extra nodal, el estado funcional evaluado por la
escala del ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), la puntuacién de riesgo MIPI,
el tipo de tejido analizado, la variante morfolégica, su patrén de crecimiento, los indices
de proliferacion : indice mit6tico y el Ki 67; la expresion del SOX11, si recibié o no
alguna terapia y cual de ellas, asi como las fechas de diagnostico y ultimo seguimiento
o dato de supervivencia; siendo varias de ellas operacionalizadas como variables
dicotbmicas. Ver tabla 6.

Tabla 6. Definicion y operacionalizacién de variables.

Nombre de la | Definicién Clasificacion Operacionalizacion de la variable.
variable variable
Sexo Es la identidad que permite el | Cualitativa Muijer = (0)

reconocimiento del sexo al cual | nominal Hombre = (1)

pertenece un individuo.

Edad Dato que permite la | Cuantitativa Afios
cuantificacion cronoldégica del | discreta

tiempo de vida en afios del

individuo.

Estadio de la | Estadificacion del linfoma por | Cualitativa I—11=(0)

enfermedad imagenes diagnodsticas segun la | nominal -1 =)
clasificacién de Ann Arbor. * SD

Riesgo MIPI Escala de puntuaciéon | Cualitativa Bajo = (0)
pronéstica para LCM (MCL | nominal Intermedio = (1)
Internacional Prognostic Index). Alto = (2)

*SD
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Sintomas B Presencia de pérdida de peso, | Cualitativa No (0)
fiebre y diaforesis. nominal Si (1)
*SD
LDH Enzima presente en diversos | Cualitativa Normal = (0)
tejidos y elevada en diferentes | nominal Elevada = (1)
patologias, como los linfomas. *SD
Compromiso Presencia de enfermedad por | Cualitativa No = (0)
extranodal fuera de los ganglios linfoides. nominal Si=(1)
*SD
ECOG Estado funcional del paciente al | Cualitativa Menor o igual a 1 = (0)
diagndstico, segun la escala de | nominal Mayor o igual a 2 = (1)
puntuacién del ECOG (Eastern *SD
Cooperative Oncology Group).
Tejido evaluado Se refiere al (los) tejido (s) | Cualitativa Ganglio linfatico = (1)
evaluados en relacion al LCM. nominal Médula 6sea = (2)
Otros tejidos = (3)
Biopsia ganglio Realizacion de biopsia | Cualitativa No = (0)
ganglionar nominal Si=(1)
*SD
Positividad de | Expresion en tejido ganglionar | Cualitativa Negativa = (0)
biopsia ganglio de la cicina D1 por | nominal Positiva = (1)
inmunohistoquimica o de la t
(11; 14) por genética o FISH.
Biopsia médula | Realizacién de biopsia médula | Cualitativa No = (0)
O6sea Osea. nominal Si=(1)
*SD
Positividad de | Expresion de la ciclina D1 | Cualitativa Negativa = (0)
biopsia médula en médula Gsea por | nominal Positiva = (1)
inmunohistoquimica o de la t
(11; 14) por genética o FISH.
Variante Tipo de morfologia celular del | Cualitativa Clasica = (0)
morfolégica LCM nominal De células pequefias o marginal-like =
1)
Pleomorfica = 2
Blastica = 3
*SD
Patron de | Tipo de morfologia de | Cualitativa Difuso = 0
crecimiento crecimiento tumoral nodal. nominal Nodular = 1
Manto = 2
*SD
Indice mitotico Nimero de mitosis por 10 | Cualitativa Menor de 25 = (0)
Campos de Alto Poder (CAP) nominal Mayor o igual a 25 = (1)
*SD
Ki 67 Inmunomarcador utilizado como | Cualitativa Menor de 30% = (0)
indice de proliferacion celular y | nominal Mayor o igual a 30% = (1)
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reportado en el tejido del caso *SD
evaluado.
Prueba SOX11 Inmunohistoquimica mediante | Cualitativa Negativo = (0)
el anticuerpo monoclonal | nominal Positivo = (1)
antiSOX11 a realizarse en el No Valorable = (3)
tejido ganglionar evaluado. No Realizada = (4)
Terapiarecibida Cualquier tipo de quimioterapia | Cualitativa No = (0)
recibida basada en | nominal Si =(1)
Antraciclicos y Rituximab. *SD
Regimen Esquema de quimioterapia | Cualitativa R-CHOP = (0)
quimioterapia recibida por el paciente. nominal R-HCVAD = (1)
R- DHAP = (2)
R-CVP = (3)
Mas de una linea = (4)
*SD
Trasplante Cualquier terapia intensiva | Cualitativa No = (0)
autélogo de | soportada con infusibn de | nominal Si = (1)
Progenitores células madre autélogas.
Hematopoyeéticos. *SD

e SD = Sin Datos.

5.8 Analisis estadistico

El presente es un estudio descriptivo de una serie de casos, en donde se aplicé las
técnicas estadisticas convencionales como son las frecuencias, los promedios, los
porcentajes, las medianas, los valores minimos y maximos; segun el tipo de variable,
para la presentacion de los resultados. El andlisis bivariado se realiz6 por medio de la
prueba x? o la prueba exacta de Fisher, en caso de presentarse casillas menores a cinco,
entre el indice mitético, el indice ki 67, la variante morfolégica y el patrén de crecimiento;
con el sexo, el estadio, el compromiso extranodal y el ECOG. Se realiz6 la relacion entre
los indices de proliferacién por medio del estadistico de correlacién de Pearson. Se usoé
el programa estadistico Stata version 9.0.
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6. Consideraciones éticas

En la presente investigacién no hay intervencién directa en los sujetos del estudio y por
tanto no va en contra del bienestar fisico de ninguno de los participantes.

La recoleccion de la informacion que incluyo la seleccion de los casos, la revision de
historias clinicas, la creacién de una base de datos y el procesamiento y andlisis de los
resultados, fue realizada por los miembros del grupo de investigacion, los cuales a su
vez son responsables del control de calidad del dato, asi como de su custodia y
seguridad.

El compromiso de los investigadores es el de cumplir con las normas de ética cientificas
en lo referente con la blusqueda y manejo de los datos, asi como lo relacionado a
resultados y conclusiones, para dar cabal cumplimiento a los objetivos trazados, sin ir en
contra de las buenas précticas clinicas.

El presente estudio no incurre en problemas éticos, ya que las inmunotinciones y el
analisis son sobre una serie de casos, es decir es un estudio de tipo observacional y
retrospectivo; 0 sea que segun el articulo 11 de la resoluciéon N°008430 del 4 de octubre
de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, es una investigacién sin riesgo.
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7. Propiedad intelectual

Los aportes y la generacion de conocimiento que se obtienen con este trabajo son para
beneficio de la comunidad cientifica hacional y la comunidad en general,

Los documentos que se generen son propiedad de sus autores y de la institucion para la
cual estos desarrollan su quehacer académico y laboral, que en este caso son la
Universidad Nacional de Colombia y el Instituto Nacional de Cancerologia. Se espera a
futuro, que se a partir de este trabajo, se puedan implementar nuevas herramientas
diagnésticas y pronésticas, asi como se puedan adaptar y actualizar los procedimientos
técnicos mundialmente aceptados, para su utilizacion en nuestro medio.
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8. Resultados

Se identificaron 61 casos por historia clinica o registro en patologia de LCM; de éstos, 60
tenian al menos un reporte histopatoldgico confirmatorio del LCM mediante la positividad
de la ciclina D1 y/o de la t (11; 14). El caso excluido habia sido diagndsticado y tratado,
por hallazgos clinicos y de citomorfologia, como un LCM, pero no tenia estudios de
inmunohistoquimica para la ciclina D1 ni de genética para la t(11;14), la cual resulté ser
negativa al realizarle la inmunomarcacién anti ciclina D1 en una muestra obtenida de un
blogque de parafina disponible. Se revisé el caso y se concluyé que correspondia a otro
linfoma de células pequefias, posiblemente un linfoma folicular.

8.1 Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas se describen en la tabla 7, analizandose por separado
dependiendo de si habia o no datos disponibles. Se evidencia un mayor predominio de la
enfermedad en el sexo masculino, con una relacion hombre a mujer de 1.7:1. La edad
promedio al diagndstico fue de 63.1 afios, con una desviacion estandar [DE] de 10.4 y un
rango de entre 36 y 84 afos

41 pacientes (84%) se diagnosticaron en estadio Ann Arbor IV, 1 paciente en estadio Il y
7 pacientes en estadio Il que representan el 2% y 14%, respectivamente. La mayoria de
los pacientes se diagnosticaron en estadio Ann Arbor avanzado (Il o V) y
concomitantemente presentaban sintomas B; aunque el estado funcional era bueno
(ECOG = 1) en el 66% de los casos.

Debido a que limites superiores de normalidad difieren inter e intra laboratorios para la
LDH, esta informacién se recolectd pero no se tomé en cuenta para el analisis final. Sin
embargo, de los datos obtenidos, dos tercios de los casos tenian la LDH elevada. En la
mayoria de pacientes el IPl o MIPI no pudieron ser evaluados debido a datos perdidos.
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Solo la cuarta parte de los casos tenian la escala MIPI evaluada y anotada, de éstos, la
mitad (53.3%) presentaban un riesgo MIPI alto. Ver tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de pacientes con LCM diagnosticados durante 2008 —
2011 en el Instituto Nacional de Cancerologia

Caracteristica clinica (n = datos disponibles) Porcentaje (n) Porcentaje de datos
disponibles

Sexo (n=60)
Femenino 36.6 (22) 36.6
Masculino 63.4 (38) 63.4

Edad Promedio 63.1 afios [DE=10.4] (n=60)
Mayor o igual 60 68.3 (41) 68.3
Menor a 60 31.7 (19) 31.7

Estadio Ann Arbor (n=49)
-1 11.7 (7) 14.3
I —1v 70 (42) 85.7
SD [11] 18.3 [11]

Riespo MIPI (n=15)
Bajo 5 3 20
Intermedio 6.7 (4) 26.7
Alto 13.3 (8) 53.3
SD [45] 75 [45]

Sintomas B (n=46)
No 8.3 (5) 10.9
Si 68.3 (41) 89.1
SD [14] 23.3 [14]

LDH (n=22)
Normal 11.7 (7) 31.8
Elevada 25 (15) 68.2
SD [38] 63.3 [38]

Compromiso extra nodal (n=48)
No 5 (3 6.3
Si 75 (45) 93.7
SD [12] 20 [12]

ECOG (n=47)
<1 51.7 (31) 66
22 26.7 (16) 34
SD [13] 21.6 [13]

Quimioterapia (n=46)
No 5 (3 6.5
Si 71.7 (43) 93.5
SD [14] 23.3 [14]

Régimen quimioterapia (n=43)
R-CHOP 16.3 (7) 16.3
R-HyperCVAD 18.6 (8) 18.6
R-DHAP 7 7
R-CVP 93 4) 9.3
R-MaxiCHOP 46 (2) 4.6
> 1 linea o régimen 44.2 (19) 44.2

Trasplante de progenitores hematopoyéticos (n=46)
No 71.7 (43) 93.4
Si 5 (3 6.6
SD [14] 23.3 [14]

[ = Frecuencia absoluta de pacientes sin datos
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En cuanto al compromiso extra nodal, 48 casos tenian algun reporte al respecto, de los
cuales en la mayoria (93.7%) habia compromiso extra nodal.

En lo referente a la terapia recibida, 43 pacientes recibieron algun tipo de quimioterapia
sistémica, generalmente basada en un agente antraciclico y/o un agente alquilante,
combinados con el anticuerpo monaoclonal quimérico anti CD 20 (rituximab); aunque ésta
terapia fue irregularmente administrada. El 34.9% habian recibido como Unico régimen
el R-CHOP o el HyperCVAD y el 44.2% habian recibido mas de una linea o régimen.

Solamente 3 pacientes habian recibido un TPH aut6logo al momento del analisis. La
mediana de seguimiento de los pacientes fue de 14 meses (rango de 1 a 51 meses).

8.2 Caracteristicas patoldgicas

En cuanto a las caracteristicas patoldgicas, se evalud en total el reporte de 33 biopsias
ganglionares, 42 biopsias de médula 6sea y 17 biopsias de otros tejidos. De los 60
casos, 42 pacientes presentaban estudios de médula 6sea; 13 de ellos tenian éste como
Unico reporte de patologia diagnéstica. En el 79% de los casos se presentdé compromiso
infiltrativo de médula 6sea. Ver tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas patoldgicas de pacientes con LCM diagnosticados durante 2008
— 2011 en el Instituto Nacional de Cancerologia

Tejidos evaluados Frecuencia
absoluta
m Biopsia de ganglio linfatico
Positiva para CCND1 o t(11;14) 33
m Biopsia de médula 6sea 42
Solo BMO 13
BMO y Biopsia de otros tejidos 29
Con compromiso infiltrativo 33
Sin compromiso infiltrativo 9
m Biopsia de otros tejidos 17

Dentro de los otros tejidos evaluados diferentes a ganglio y médula 6sea, seis
correspondian a tejido intestinal, tres a tejido gastrico, dos a tejido palatino, dos a tejido
de orbita y un caso para tejido de masa retroperitoneal, tejido de glandula lacrimal, tejido
pleuro pulmonar y tejido de carrillo. Ver figura 6.
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Casos diagnodsticados en otros tejidos
(n=17)

H Intestinal
m Gastrica
.\ = Paladar
B Orbita
' ® Masa retroperitoneal

\ ® Glandula lacrimal
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Figura 6. Otros tejidos diagnosticos de pacientes con LCM diagnosticados durante 2008 — 2011
en el Instituto Nacional de Cancerologia

De los 48 casos con dato de compromiso extra nodal, el 93% (n=45) eran positivos y en
el caso de médula 6sea el 79% (n=33) estaban infiltrados. Ver fig7.
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Figura 7. Compromiso extra nodal y de médula 6sea de pacientes con LCM diagnosticados
durante 2008 — 2011 en el Instituto Nacional de Cancerologia

En cuanto a los hallazgos histopatolédgicos relacionados a la variante citomorfol6gica, al
patron de crecimiento y a los indices de proliferacién, se analizaron éstos en tejidos
diferentes a médula Osea, reportandose los datos de mas del 95% de los casos
disponibles. La variante citomorfologica clasica y el patrébn de crecimiento difuso
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estuvieron presentes en el 82.7% y 73.4%, de los 46 y 45 casos analizados,
respectivamente. Ver figura 8 y 9.
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Figura 8. Caracteristicas citomorfolégicas de pacientes con LCM diagnosticados durante 2008 —

2011 en el Instituto Nacional de Cancerologia

En lo que se refiere a los indices o marcadores de proliferacion, el indice mitético fue
bajo (menor a 25 figuras mitdticas x 10 CAP) en la mayoria de los casos El indice
mitotico fue evaluado en 45 casos, hallandose un rango de entre 2 y 50 figuras mitéticas

x 10 CAP, con un promedio de 14.5 y una mediana de 10.

El indice Ki 67 fue evaluado

en 47 casos, encontrandose un rango de entre el 5% al 60%, con un promedio de 26% y
una mediana de 20%. Ver figura 9.
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Figura 9. indices de proliferacion de pacientes con LCM diagnosticados durante 2008 — 2011 en
el Instituto Nacional de Cancerologia
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A continuacion se ilustra el indice Ki 67 de uno de los casos evaluados en tejido de
amigdala palatina que reporta un valor de 50% para este indice. Ver figura 10.

Fig. 10. Caso 5323.
Paciente masculino de
70 afos, con LCM.
Biopsia de tejido de
amigdala palatina con un
Ki67 del 50%.
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Al analizar las caracteristicas histopatolégicas solo se encontré una relacién entre el
indice mitdtico y el sexo (p=0.036, Prueba exacta de Fisher). En cuanto a la relacién
entre los indices de proliferacion se encontr6 una correlacion de 0.48 lo que indica que
es moderadamente positiva.

8.3 Expresion del SOX11

En cuanto a la expresion del anticuerpo monoclonal antiSOX11 en las 31 muestras de
tejidos analizadas (29 tejidos ganglionares, 1 tejido amigdalo palatino y 1 tejido de carrillo
infiltrado), se encontr6 que el marcador fue no contributivo, pues aunque la
inmunomarcaciéon estuvo presente en los considerados como controles internos, no la
hubo en el nicleo de las células tumorales linfoides.

A continuacién presentamos las imagenes de la inmunotincion antiSOX11 en uno de los
casos evaluados sobre tejido amigdalino confirmado previamente como LCM. Ver
figura 11.
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Figura 11. Inmunomarcacion SOX11. En la imagen de la figura A, correspondiente a tejido
amigdalino de una paciente de 76 afios con LCM, se observa la expresion del inmunomarcador
antiSOX11 en el nucleo de células epiteliales escamosas y en la imagen de la figura B hay tincion
del citoplasma de las células linfoides; sin embargo no hubo marcacién nuclear en la poblacion
celular linfoide tumoral.

Aunque muchos de los datos de supervivencia fueron perdidos o no disponibles al
tiempo de este estudio, pudimos establecer que por lo menos 10 pacientes habian
fallecido, distribuyéndose esta mortalidad por igual en ambos sexos, con una edad
promedio de 66.6 afios y una mediana de 67 afios. Ocho de ellos tenian un ECOG
mayor o igual a dos y nueve un estadio IVB. El indice Ki67 estaba disponible en ocho
de ellos y en seis era mayor o igual a 30%.
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9. Discusion

Desde hace poco mas de tres décadas se han venido describiendo las caracteristicas
clinicas y patoldgicas de los pacientes con LCM, a partir de sus rasgos citomorfologicos
inicialmente descritos por K. Lennert y G.Tolksdorf (4).

En los dltimos afios se han incorporado nuevas herramientas para el diagnéstico,
clasificacion, pronoéstico y tratamiento de los Sindromes Linfoproliferativos Crénicos B
(SLPC-B) incluido el LCM; en este sentido diferentes grupos incluida la OMS (3), han
venido proponiendo una aproximacién multiparamétrica, basada en la combinaciéon de
técnicas morfolégicas, inmunofenotipicas, genéticas y moleculares, para el enfoque y
manejo mas adecuado de estos procesos.

En nuestro medio una adecuada y completa aproximacién para éste y otros linfomas,
constituye en ocasiones un problema en el trabajo diagnéstico rutinario, principalmente
por la falta de recursos y de personal entrenado para tal fin.

La presente investigacion buscé incluir todos los casos de LCM diagndsticados o
evaluados en el principal centro hemato-oncolégico del pais ((INC) durante un periodo de
cuatro afios. Se lograron identificar y reclasificar 60 pacientes con esta entidad, lo que
corresponde muy probablemente al mayor nimero de casos de LCM evaluados por una
sola institucidn en nuestro pais y en un periodo muy corto, aunque no hay datos de otras
instituciones nacionales para comparar.

Aqui confirmamos que la enfermedad se presenta més frecuentemente en hombres, con
una edad promedio de 63 afios, debutando con un estadio Ann Arbor avanzado y muy
frecuente compromiso extra nodal (3, 9 -11).

El compromiso de médula 6ésea presente en el 79% de los casos, fue altamente
congruente con el estadio IV y hace de éste examen un método muy util y necesario
para el adecuado abordaje diagndéstico y terapéutico de este tipo de linfomas.
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A diferencia de lo méas frecuentemente reportado (9, 10, 13, 31, 39), nuestros pacientes
se presentaron al diagnostico con sintomas B en el 89% de los casos y un pobre estado
funcional (ECOG mayor o igual a 2) en el 44% de ellos. Lo anterior podria explicarse por
la evolucion prolongada de la enfermedad en varios de estos pacientes, y el no oportuno
diagnostico al ser referenciados muchos de ellos con demora a nuestra institucion;
algunos provenian de zonas lejanas o apartadas de nuestro pais.

Ratificamos la presencia de la variante citomorfoldgica clasica y el patrén de crecimiento
difuso, como los mas frecuentes hallazgos histopatoldgicos y ello se corresponde con lo
actualmente descrito en la literatura (3, 6, 9 - 11).

La UOnica asociacibn gque encontramos entre las variables analizadas con datos
disponibles, fue entre el indice mitético elevado y el sexo masculino (p=0.036). A la
fecha solamente un estudio ha reportado a éstas 2 variables dentro de un conjunto de
factores pronésticos adversos del LCM (46). No hubo mujeres con un indice mitético
elevado, aunque el valor que tomamos como indice mitético elevado fue de mayor o
igual a 25 figuras mitética x 10 CAP. Los diversos estudios reportados a la fecha
consideran diversos valores (>10, > 20, >25, >50) como un indice elevado (9, 13, 46,
47). Se requiere entonces de estandarizarse y validarse el conteo de las figuras
mitGticas, para homogeneizar los resultados, ademas es probable una diferencia inter e
intraobservador al respecto.

Pareciera entonces que el LCM presenta un comportamiento menos agresivo en el sexo
femenino, aunque no pudimos establecer una relacion entre el sexo masculino y el indice
mitético mayor a 25, con ninguna de las variantes citomorfologicas agresivas.

Tampoco encontramos una asociacion entre el indice Ki-67 con las variantes
citomorfoldgicas agresivas ni con los patrones de crecimiento. La asociacion fue
moderada entre el indice Ki-67 y el indice mitotico.

En nuestro estudio no fue realizada la variabilidad inter o intra observador. Sin embargo,
ello deberia tenerse en cuenta, especialmente en caso de que los indices de
proliferacion fueran a ser evaluados como parte de una terapia adaptada al riesgo. Es
probable que el andlisis de imagenes computarizado permita a futuro obviar esta
variabilidad (15).

En la época actual, la mediana de supervivencia total de pacientes menor a 65 afios con
LCM avanzado deberia ser mayor a 5 afos, si han recibido adecuadamente una terapia
intensiva basada en antraciclicos y/o alquilantes combinados con rituximab (11, 16, 19,
31,39 - 44).
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En el presente estudio descriptivo no fue posible establecer las tasas de supervivencia
pues hubo un alto nimero de datos perdidos al respecto, y ademas la mediana de
seguimiento fue demasiado corta como para poder establecer ello. Tampoco es posible
de momento establecer una relacién entre las diferentes variables y la supervivencia de
los pacientes. Sin embargo la mayoria de pacientes fallecidos tenian un ECOG 2, un
estadio avanzado IVB y un indice Ki67= 30%, lo cu al se ha demostrado son factores de
mal prondstico para esta entidad (12 - 16).

Se requiere entonces de continuar un seguimiento mas estricto y de un tratamiento mas
regular para en algunos afios reportar los resultados al respecto.

En este trabajo también intentamos reproducir y estandarizar la inmunomarcacion
SOX11, pues en los ultimos afios se ha reportado como un marcador diagnostico y
pronéstico de pacientes con LCM (18, 22 - 30). La mas reciente conferencia del grupo de
trabajo Europeo en LCM y una revision, asi lo confirman (19, 50).

Acorde a la descripcion original por Ek S y col (24), la expresion de la proteina SOX11
deberia identificarse como una fuerte tincidn nuclear de las células tumorales linfoides;
sin embargo ninguno de los casos expreso éste patron. Por el contrario, una tincion
citoplasmatica puntiforme se observo en varios casos, pero ésta fue considerada
inespecifica, ya que previos estudios han demostrado la perdida de correlacion de esta
tincibn y la expresion del SOX11l. Evaluadas las imagenes por el grupo de
hematopatologia del Hospital Clinic de Barcelona, es posible que esta marcacion
citoplasmatica sea explicada porque el anticuerpo primario haya reaccionado con el
SOX4, el cual pertenece al subgrupo SOXC, al igual que el SOX11. A la fecha, el SOX4
es el Unico gen de la familia SOX que ha sido encontrado a tener un rol importante en el
temprano desarrollo de células By T, siendo crucial para la diferenciacion de linfocitos B.

Aunque el SOX11 es homologo al SOX4, con un 86% de identidad para el dominio de
unién al DNA (HMG), su rol en linfopoyesis permanece a ser dilucidado (22, 23, 48, 49).

La demostracion de esta proteina del ciclo celular puede ser caprichosa en los tejidos
procesados rutinariamente. Dentro de las variables importantes que influyen en ello,
estan la conservacion de la muestra, la adecuada fijacion del tejido, la optima
recuperacion antigénica, la sensibilidad del sistema de deteccion, el anticuerpo primario
en si mismo y el procedimiento de inmunotincion.
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10. Conclusiones y recomendaciones

Concluimos que:

1. Dentro de los hallazgos histopatologicos del LCM, la variante citomorfologica clasica y
el patrébn de crecimiento difuso, son en nuestro medio también los mas frecuentes.
Conocer las otras variantes es necesaria para el diagndstico histolégico y en ocasiones
para el pronéstico.

2. Las caracteristicas clinicas se corresponden con lo mundialmente descrito.

3. Aunque por lo corto del seguimiento y las pérdidas de varios datos, no nos fue posible
establecer las tasas de supervivencia, consideramos que la edad avanzada, un pobre
estado funcional (ECOG 2 2), el sexo masculino y unos elevados indices de proliferacion
pueden influir en el prondstico adverso de pacientes con LCM.

4. La expresion del inmunomarcador antiSOX11 fue considerada como no contributiva en
nuestro estudio, sin embargo son muchos los factores o circunstancias que podrian
haber alterado esta prueba, no pudiendo nosotros de momento solo con éste trabajo
confirmar ni excluir a éste anticuerpo como uno de los mas promisorios marcadores
diagnésticos y prondsticos en este tipo de linfomas.

5. Dentro de las posibles soluciones para obtener un mejor resultado o una buena
inmunomarcacién de un anticuerpo primario tipo anti SOX11 estarian: optimizar y
asegurar la adecuada fijacion del tejido, buscar otros métodos alternativos y efectivos de
recuperacion antigénica, variar los tiempos de incubacion, elegir el anticuerpo y el
sistema de deteccidén inmunohistoquimico mas altamente sensible, entre otros.
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6. Consideramos fundamental anotar en las historias clinicas la mas completa
informacién clinica y de laboratorio, que incluya a todos los marcadores pronosticos
clinicos, morfolégicos e inmunohistoquimicos, que redundaran en el beneficio de los
pacientes. Ademas creemos que la escala pronostica de riesgo MIPI, efectivamente
debera incorporar marcadores biolégicos que incluyan al indice mitotico, al Ki67 y al
SOX11 dentro de sus variables de riesgo independientes (MIPI biolégico combinado),
una vez estos se estandaricen, se validen y sean facilmente reproducibles para ser
usados como marcadores diagnésticos y pronosticos del LCM; hasta entonces deberan
ser aplicados solo para estudios de investigacion.
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Anexo A. Formulario de recoleccidon de datos
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“Descripcion clinico patoldgicay expresion del inmunomarcador SOX11 en pacientes con diagnéstico de
linfoma de células del manto”

Caso Numero (#): # identificacion del caso: Teléfono:

Edad al Diagnéstico (afios cumplidos):

Sexo: Femenino (0) Masculino (1)
Diagnéstico: Nuevo (0) Repetido (1)
Fecha del Diagndstico INC: mm/aaaa /
Estadio de la enfermedad Ann Arbor: I- Il (0) -1V (1) Sin Datos
Riesgo IPI: Bajo (0) Intermedio/bajo (1)
Intermedio/ Alto (2) Alto (3) Sin Datos ___
Riesgo MIPI: Bajo (0) ___ Intermedio (1) Alto (2) Sin Datos ____
Sintomas B: No (0) Si (1) Sin Datos
LDH: Normal (0) u/l Elevada (1) u/l Sin Datos
Compromiso extranodal: No (0) __ Si(1)____ Sin Datos
ECOG: =1 (0) 22(1) Sin Datos

Tejido(s) evaluado(s): Ganglio linfatico (1)

Médula Osea  (2)

Otros tejidos 3)

Indice mitético x 10 Campos de Alto Poder (CAP): Sin Datos
Positividad Ki67: <30% (0) 230% (1) Sin Datos
Variante morfoldgica: Clasica 0) Zona marginal-like o de células pequefas (1)
Pleomorfica (2) Blastoide (3) Sin Datos

Patrén de crecimiento: Difuso (0) Nodular (1) Manto (2) Sin Datos:
Prueba SOX11 en tejido nodal: Negativa (0) __ Positiva(l) __ No Valorable (3) __ No Realizada(4) __
Terapia recibida: No (0) Si (1) Cual: Sin datos:
Fecha ultimo dato supervivencia: Muerto (0) mm/aaaa __ /

Vivo (1) mm/aaaa /

Nombre de quien recolecta la informacion:

Fecha de recoleccién de la informacion : dd/mm/aaaa / /
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Anexo B . Cronograma general de actividades

Para la realizacién de este trabajo de investigacion se reviso previa y extensamente la
literatura relacionada con el tema durante aproximadamente cuatro meses y para la

ejecucion del mismo se conto con cinco meses.

Fase Etapa Actividades Unidad de tiempo : Semanas
3|6 |9 |12 |15 |18 | 21| 24 | 27 | 30 | 33 | 36 | 39
Planeacion Creacion del perfil Generacién y aprobacion X | X
de idea del perfil de idea
Formulacién del Revision bibliografica X | X
protocolo
Formulacién del protocolo X | X
Disefio o gestion Evaluacion de la factibilidad X X
financiera financiera
(costos/presupuesto)
Gestion de datos Elaboracion y validacion de X X
formatos
Ejecucion Gestion Compra e importacién del X X
administrativa y inmunomarcador SOX11
técnico-operativa
Capacitacién en asuntos X
técnico-operativos del
estudio
Seleccion de casos X
(criterios de
inclusién/exclusion)
Relectura de las biopsias. X X
Aplicacion de los
inmunomarcadores (Ki 67,
SOX11, etc) a los casos
seleccionados.
Recoleccion de Revision de historias X X
informacion y clinicas y creacién de
generacion de datos | bases de datos.
Custodia, seguridad y X X
control de la calidad del
dato o de la informacion.
Sistematizacion de la X X
informacion
Procesamiento de Organizacion de los datos y X
los datos andlisis de éstos
Elaboracion de las salidas X
de andlisis (tablas, gréaficos,
esquemas, etc)
Cierre Productos de la Elaboracion del informe X
investigacion final técnico-cientifico
Sometimiento y aprobacion X
del informe final.
Disposicion final de X

archivos y bases de datos.
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Presupuesto general de la propuesta por fuentes de financiacion
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CONCEPTOS PRESUPUESTALES FUENTES FINANCIACION TOTAL
FUNCIONAMIENTO OTRA FUENTE
Personal y/o talento humano $6'228.872 $9'506.196 $15'735.068
Equipos de uso propio $1'165.907 $1'165.907
Servicios técnicos $2'000.000 $2'000.000
Impresos y publicaciones $500.000 $500.000
Materiales e insumos $5'439.820 $5'439.820
Otros gastos de administracion $887.373 $887.373
(Agua, Luz, telefonia e internet, etc)
TOTAL $8'282.152 $17'446.016 $25'728.168
Descripcion del rubro personal y/o de talento humano
Cargo y rol en el Proyecto | Tipo de vinculacién Dedicacion N° Valor FUENTES FINANCIACION TOTAL
(horas/ semanas Costo
sem) x hora
FUNCIONAMIENT OTRA
FUENTE
Residente Hematologia UN Estudiante
/Investigador principal. Fase | (Sem 1 a27) 27 46599 5032692 5032692
Fase ll(Sem 28 a 39) 12 46599 4473504 4473504
Profesional Planta 5 12 53267 3196020 3196020
especializado/Investigador
secundario.
Profesional Planta 5 12 46599 2795940 2795940
especializado/Investigador
Secundario
Técnico Patologia Planta 8 2 14807 236912 236912
TOTAL $6'228.872 $9'506.196 $15'735.068
Descripcion de servicios técnicos y asesorias
Servicio técnico y/o asesoria Justificacién Fuente Total
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Asesoria epidemiolégica Andlisis de datos Investigador principal $2°000.000

Impresos y publicaciones: Descripciéon de publicaciones
Publicaciones planeadas Justificacion Fuente Total
Preparacion de articulo cientifico | Publicacion de resultados Investigador principal $500.000
para revista del estudio

Materiales e insumos

- Equipos :
Equipos Justificacion FUENTES FINANCIACION TOTAL

FUNCIONAMIENTO OTRA FUENTE
COMPUTADORES (propio | 6 meses $876.000 $0 $876.000
e institucional)
MICROSCOPIOS Y - Universal Axioplan Carl Zeiss™ | $289.907 $0 $289.907
CAMARAS
- Digital integrado Coolscope
CS1™ de Nikon.

TOTAL $1'165.907 0 $1'165.907

- Insumos :
Insumo Justificacion Fuente Total
Anticuerpo policlonal antiSOX11 Requerimiento para las Investigador principal $5'209.920
producido en conejos y de referencia inmunotinciones de las
HPAO000536-100ul (Valor por #3 viales) laminas seleccionadas.
Anticuerpo monoclonal anticiclina D1 Requerimiento para las Funcionamiento INC $125.400
clona SP 4 (Valor unitario por cada inmunotinciones de las
inmunotincién nuevamente realizada o laminas seleccionadas.
reconfirmada $20.900 # 6)
Anticuerpo monoclonal anti Ki-67 MIB-1 Requerimiento para las Funcionamiento INC $104.500
(Valor unitario por cada inmunotincion inmunotinciones de las
de novo realizada $20.900 # 5) laminas seleccionadas.
Total $5'439.820
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