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EXPRESION DE PROTEINA DE MUERTE PROGRAMADA 1, SU LIGANDO
Y DEL RNA DEL VIRUS DE EPSTEIN-BARR EN LINFOMA DE HODGKIN
RELACIONADO AL PRONOSTICO DE VIDA EN PACIENTES PERUANOS
2015-2018

La determinacion de la proteina de muerte programada 1 (PD-1) en los
linfocitos presentes en el microambiente tumoral (MAT) y de su ligando (PD-
L1) en las células neoplasicas han demostrado tener impacto en el prondstico
de diversas neoplasias. Asimismo, la presencia de un alto porcentaje de PD-
L1 presente en células neoplasicas se ha asociado a una buena respuesta a
la inmunoterapia con moléculas anti-PD-1 o anti PD-L1. Actualmente en el
Perd, no hay estudios respecto a estas proteinas en relacion con el linfoma
de Hodgkin (LH). El objetivo de esta investigacion fue determinar la expresién
de PD-1 en linfocitos del MAT y de PD-L1 en las células neoplasicas Reed-
Sternberg Hodgkin (HRS) del LH y su relacion con la sobrevida global (SG)
en pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas,
durante los afos 2015 - 2018. Asimismo, determinar la presencia del Virus
Epstein-Barr (VEB) en las células HRS en relacidén con la expresion de PD-
L1. Se estudiaron 79 muestras de pacientes con diagnodstico de LH,
realizandose pruebas de inmunohistoquimica para la determinacién de la
expresion de PD-1 y PD-L1 y la prueba de hibridacion in situ con cromdgeno
(EBER) para la determinacion del VEB. La edad promedio fue de 33.3 afos
(rango 4-84 anos) y predominé el sexo masculino (65.8%). Se observé que
todos los casos del estudio mostraron expresion de PD-L1 en las células HRS.
Un considerable porcentaje de células HRS tuvo elevados valores de PD-L1
(81%), en contraste, la mayoria de los linfocitos del MAT tuvieron bajos valores
de PD-1 (75.9%). Respecto a los grupos de positividad para PD-L1 y PD-1,
no hubo diferencia significativa en cuanto a la SG. Los pacientes EBER
positivos, presentaron mayor expresion de PD-L1, mientras que, la menor
expresion de PD-1 y la mayor positividad para EBER, estuvo asociada a
pacientes de mayor edad. Los resultados obtenidos, representan un punto de
partida para futuros ensayos clinicos en inmunoterapia de Linfoma de
Hodgkin.

Palabras claves: Linfoma de Hodgkin, sobrevida global, PD-1, PD-L1, virus

Epstein-Barr.



EXPRESSION OF PROGRAMMED DEATH PROTEIN 1, ITS LIGAND AND
EPSTEIN-BARR VIRUS RNA IN HODGKIN'S LYMPHOMA RELATED TO
SURVIVAL IN PERUVIAN PATIENTS 2015-2018

The determination of the programmed death protein 1 (PD-1) in lymphocytes
present in the tumor microenvironment (MAT) and its ligand (PD-L1) in
neoplastic cells have been shown to have an impact on the prognosis of
various neoplasms. Likewise, the presence of a high percentage of PD-L1
present in neoplastic cells has been associated with a good response to
immunotherapy with anti PD-1 or anti PD-L1 molecules. Currently in Peru,
there are no studies regarding these proteins in relation to Hodgkin lymphoma
(HL). The aim of this research was to determine the expression of PD-1 in MAT
lymphocytes and PD-L1 in HL Reed-Sternberg Hodgkin (HRS) neoplastic cells
and their relationship with overall survival (OS) in patients treated at the
National Institute of Neoplastic Diseases, during the years 2015 - 2018.
Likewise, to determine the presence of the Epstein-Barr Virus (EBV) in HRS
cells in relation to the expression of PD-L1. 79 samples from patients
diagnosed with HL were studied, performing immunohistochemical tests to
determine the expression of PD-1 and PD-L1 and the chromogen in situ
hybridization test (EBER) to determine EBV. The average age was 33.3 years
(range 4-84 years) and the male sex predominated (65.8%). It was observed
that all the cases in the study showed PD-L1 expression in the HRS cells. A
considerable percentage of HRS cells had elevated PD-L1 values (81%), in
contrast, most MAT lymphocytes had low PD-1 values (75.9%). Regarding the
PD-L1 and PD-1 positivity groups, there was no significant difference in terms
of OS. EBER-positive patients presented higher PD-L1 expression, while lower
PD-1 expression and higher EBER positivity were associated with older
patients. The results obtained represent a starting point for future clinical trials

in immunotherapy for Hodgkin lymphoma.

Keywords: Hodgkin lymphoma, overall survival, PD-1, PD-L1, Epstein-Barr

virus.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Situacién problematica

El linfoma maligno es una neoplasia originada en los linfocitos y se clasifica
en dos grandes grupos: el linfoma no Hodgkin (LNH), constituido por mas de
60 diversas entidades y el linfoma de Hodgkin (LH). Este ultimo se subdivide
en dos tipos, el linfoma de Hodgkin clasico (LHC), frecuentemente asociado a
la infeccion por el virus Epstein-Barr (VEB) y el tipo linfoma de Hodgkin

predominantemente linfocitico nodular (LHPLN).

Cada uno de los subtipos presentan células neoplasicas especificas, asi, por
ejemplo, la célula de Reed Sternberg Hodgkin (HRS) se encuentra en el LHC,
y la célula de tipo predominio linfocitico (PL) en el LHPLN (Stein, H; Pileri, S;
Weiss, 2017).

En general, el LH tiene un mejor prondstico que los LNH, por la eficacia que
presenta la terapia convencional, aunque existe un subgrupo de casos con
mal prondstico y pobre respuesta al tratamiento (Rathore & Kadin, 2010)
(Allen & Gordon, 2017).

Actualmente se sabe que uno de los mecanismos estratégicos utilizados por
las células tumorales para evadir la vigilancia inmunolégica, es la expresion
del ligando de la proteina de muerte programada 1 (PD-L1), de tal forma que
al unirse con la proteina de muerte programada 1 (PD-1), en los linfocitos T
citotdxicos, se anula la accioén citolitica de éstos. Una nueva herramienta para
el tratamiento en cancer es la inmunoterapia, en la que se estimula la
respuesta de células T citotoxicas usualmente evitada por las células

tumorales en diversos tipos de neoplasias (Kumar et al., 2021).



El mecanismo para contrarrestar el escape o evasion inmunitaria de las
células neoplasicas se basa en el bloqueo de PD-1 mediante un anticuerpo
anti-PD-1 lo que permite reactivar la funcion citolitica de los linfocitos T
citotoxicos (Hui, 2019). También se ha demostrado que a mayor expresiéon de
PD-L1 en células neoplasicas, la respuesta a la inmunoterapia es mas eficaz
(Lantuejoul et al., 2020) (Vargas-Rojas et al., 2008). Como en otras neoplasias
malignas, en el LH se esta investigando el uso de la inmunoterapia (Lin &
Diefenbach, 2016) (Sun et al., 2020).

La importancia de realizar este estudio en nuestro pais se basa en el hecho
de que existen diferencias epidemiolégicas en los LH de acuerdo con las
diversas regiones del mundo. Se han descrito estas diferencias en paises
asiaticos, Estados Unidos y paises de Europa occidental, de tal manera que
podriamos encontrar ciertas peculiaridades en nuestra poblacién (Nakatsuka
& Aozasa, 2006).

Finalmente, se desconoce, si la sobreexpresiéon de PD-L1 o PD-1, tiene un
impacto en el pronédstico, de la enfermedad de estos pacientes, (De Re et al.,
2019).

1.2 Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢, Cual es la expresion de la proteina de muerte programada 1, su ligando y
del RNA del virus de EPSTEIN-BARR en linfoma de HODGKIN, relacionado

al pronéstico de vida en pacientes peruanos, ¢2015-20187?

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢Cuadl es la expresion de PD-L1 en células HRS mediante el método
de IHQ y la relacién de estos hallazgos con la SG en pacientes con LH
ingresados al INEN en el periodo 2015-2018%



2. ¢Cual es la expresion de PD-1 en linfocitos del MAT mediante IHQ y la
relacion de estos hallazgos con la SG en pacientes con LH ingresados
al INEN en el periodo 2015-20187?

3. ¢Cual es la expresion de PD-L1 en células HRS mediante el método
de IHQ y la relacién de estos hallazgos con la expresion del VEB en
pacientes con LH ingresados al INEN en el periodo 2015-20187

4. ;Cual es la expresion de PD-1 en linfocitos del MAT mediante IHQ y la
relacion de estos hallazgos con la expresion del VEB en pacientes con
LH ingresados al INEN en el periodo 2015-20187?

1.3 Justificacion teorica

El LH es una de las neoplasias linfoides mas frecuente en nuestro pais, con
alta prevalencia en pacientes jovenes y pediatricos; usualmente presenta
buena respuesta a la terapia convencional, aunque no todos los pacientes
responden favorablemente. Esto ha motivado la busqueda de factores

bioldgicos que pueden influir en el curso clinico de esta enfermedad.

La determinacion de las proteinas PD-L1 en las células neoplasicas y de PD-
1 en los linfocitos del microambiente tumoral (MAT) ha demostrado tener
impacto prondstico en otras neoplasias como por ejemplo en cancer de
pulmén, sobre todo, la asociacién de porcentajes altos de PD-L1 en células
neoplasicas con una buena respuesta a la inmunoterapia mediante una

molécula anti-PD-1.

Se conoce también que la presencia del VEB ocurre en un 60 % de los casos
de LH. Este hecho, permite plantear la investigacion sobre la relacion de la
presencia del virus con la expresion de la proteina PD-1, lo que podria
optimizar el diagndstico y prondstico mediante la expresion proteica del VEB

y el consecuente uso de la inmunoterapia para estos pacientes.

En nuestro pais, no se ha investigado la expresién tisular de estas proteinas
en LH, de tal manera que su determinacién podria servir como un biomarcador

prondstico de esta enfermedad. Por otro lado, los altos porcentajes de PD-L1



en las células neoplasicas en el LH, podria ser un biomarcador de respuesta

a la inmunoterapia con anti-PD-1.

1.4. Justificacién practica

La determinacion de la expresién de PD-L1 en las HRS podria usarse como
un biomarcador de respuesta al tratamiento inmunolégico con anti-PD-1. Por
otro lado, el seguro integral de salud (SIS) viene cubriendo los elevados costos
del tratamiento, asi como las pruebas de laboratorio de inmunohistoquimica
(IHQ) para la determinacion de la expresion de estas proteinas en los tejidos
tumorales En consecuencia, los pacientes de bajos recursos econdmicos

podrian beneficiarse con los resultados de esta investigacion.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Determinar la expresion de PD-L1 y la presencia del RNA del VEB en células
neoplasicas HRS, de la proteina PD-1 en los linfocitos del MAT y buscar la
relacion de estos hallazgos con la SG en pacientes con LH ingresados al INEN
en el periodo 2015 - 2018.

1.5.2 Objetivos especificos:

5. Determinar la expresion de PD-L1 en células HRS mediante el método
de IHQ y buscar la relaciéon de estos hallazgos con la SG en pacientes
con LH ingresados al INEN en el periodo 2015-2018.

6. Determinar la expresion de PD-1 en linfocitos del MAT mediante IHQ y
buscar la relacion de estos hallazgos con la SG en pacientes con LH
ingresados al INEN en el periodo 2015-2018.

7. Determinar la expresion de PD-L1 en células HRS mediante el método
de IHQ y buscar la relacion de estos hallazgos con la expresion del
VEB en pacientes con LH ingresados al INEN en el periodo 2015-2018.



8. Determinar la expresion de PD-1 en linfocitos del MAT mediante IHQ y
buscar la relacion de estos hallazgos con la expresién del VEB en

pacientes con LH ingresados al INEN en el periodo 2015-2018.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Marco filosofico o epistemolégico

Actualmente los avances en el conocimiento en torno a la inmunoterapia han
alcanzado preponderancia en el campo del tratamiento oncolégico (Waldman
et al., 2020). Indagar sobre el comportamiento biolégico de las células
oncoldégicas, sus mecanismos de defensa, y las formas de como responden
al entorno repercuten directamente en el prondstico y sobrevida de los
pacientes. La inmunoterapia esta basada en el estimulo de los mecanismos
inmunitarios propios que usualmente son bloqueados o inhibidos por las

células tumorales (Kumar et al., 2021)

La utilizacion de técnicas de expresidon proteica en tejidos y las técnicas
moleculares como la hibridacion in situ, puede brindar evidencias que
permitan correlacionar la dinamica celular oncolégicay el tratamiento
(Waldman et al., 2020).

Las patologias oncoldgicas como los linfomas ocupan un lugar importante en
el Peru y en el mundo (INEN, 2018; Sung et al., 2021), lo que conlleva a la
necesidad de realizar investigaciones para entender mejor los procesos
bioldgicos que intervienen en su génesis y progresion. Estas investigaciones
también son Jutiles para clasificarlos de acuerdo con mecanismos
fisiopatoldgicos con el fin de una mejor evaluacion clinica y el disefio de
terapias personalizadas (Stein, H; Pileri, S; Weiss, 2017). El avance
tecnolégico en métodos diagnodsticos automatizados de laboratorio permite

diagnosticos mas eficaces y masivos. La utilizacion de estos deberia implicar



estrategias de despistaje diagnodstico que deberia ser asumido por los
gobiernos en interaccion con la industria farmacéutica para que sean

accesibles a la poblacién en general (Stahel et al., 2015).

2.2 Antecedentes de investigacion

En un ensayo clinico fase 1 en una poblacién de 23 pacientes de la clinica
Mayo (Rochester, Minnesota, EE. UU.)., evaluaron la actividad de nivolumab,
un anticuerpo bloqueador de PD-1, para inhibir la evasion inmunitaria tumoral
en pacientes con LH en recaida o refractario. La tasa de supervivencia libre
de progresion a las 24 semanas fue del 86%. Los analisis de muestras
tumorales previas al tratamiento de 10 pacientes revelaron ganancias en el
numero de copias en PD-L1y PD-L2 y una mayor expresion de estos ligandos.
Concluyeron, que Nivolumab tuvo una actividad terapéutica sustancial y un
perfil de seguridad aceptable en pacientes con LH recidivante o refractario

previamente tratado (Ansell et al., 2015).

Mediante un estudio descriptivo, realizaron hibridacién in situ fluorescente
para evaluar las alteraciones en PD-L1 y PD-L2 en 108 muestras de biopsias
obtenidas de pacientes con LHC provenientes del Hospital de mujeres
Brigham (Universidad de Stanford), Centro Médico de la Universidad VU y del
Instituto del Cancer Dana Farber, de EE. UU., que fueron tratados con el
régimen Stanford V y tuvieron un seguimiento a largo plazo. El 97% de todos
los LHC evaluados tenian alteraciones similares de los loci PD-L1 y PD-L2.
Hubo una asociacién entre la expresion de la proteina PD-L1 y la presencia
de alteraciones genéticas. La sobrevida libre de progresion (SLP) estuvo
disminuida significativamente en los pacientes con amplificacién de la region
9p24.1 y su incidencia aumenté en pacientes con LHC y eventos adversos
(EA). La amplificacion de la regidn 9p24.1 es mas comun en pacientes con EA
y se asocio con una SLP mas corta en esta serie. En dicho estudio se sugiere
mas analisis sobre las alteraciones de la region 9p24.1 en pacientes tratados
con regimenes estandar de induccién de LHC o bloqueo de puntos de control
(Roemer et al., 2016).



Asi también, mediante un estudio descriptivo correlacional, los autores
midieron los niveles séricos de PD-1, PD-L1 y CTLA-4 mediante ELISA en 13
pacientes con LHC del Hospital de la Universidad de Sao Paulo. Demostraron
asociacion significativa de niveles elevados de PD-L1 con sintomas,
estadificacion avanzada, enfermedad voluminosa, alta velocidad de
sedimentacién globular y albumina sérica baja. Los niveles de CTLA-4
estuvieron elevados en pacientes con mayor puntaje prondstico internacional;
sin embargo, la correlacion con PD-1, PD-L1 y el indice prondstico
Internacional (IP1), no fue demostrada. De igual forma no hubo relacion entre
los puntos de control inmunolégicos (PD-1y PD-L1) y las proteinas circulantes
con la respuesta al tratamiento y recaida; por el pequefio tamano de la
muestra, los autores no pudieron calcular la supervivencia general o libre de
enfermedad (da Silva et al., 2018).

Evaluaron a 70 pacientes con LHC recidivante refractario (R/R) procedentes
de 11 hospitales de China, que recibieron al menos una dosis de tislelizumab
(anti-PD-1) se observa que después del seguimiento lograron una respuesta
objetiva, con 44 (62,9%) de respuesta completa (RC). Las reacciones
relacionadas con la perfusidbn ocurrieron en 27 pacientes (38,6%)
experimentando un EA relacionado con el sistema inmunitario, el mas comun
de los cuales fue la disfuncion tiroidea. Once de los pacientes (15,7%)
experimentaron al menos un EA debido al tratamiento, lo que provoco la
interrupcién o el retraso de la dosis. No se produjeron muertes debido a EA.
El tratamiento de pacientes con LHC R/R, con tislelizumab fue generalmente
bien tolerado y resultdé en altas tasas de respuesta general y RC,

traduciéndose en respuestas mas duraderas (Song et al., 2020).

Asi mismo, a fin de determinar la utilidad diagndstica de PD-1 y PD-L1 en
biopsias pequefias de casos correspondientes a procesos reactivos en
ganglios linfaticos (GLR), LHC y Linfoma B Rico en Células T (LBRCT). Se
colectaron en total 59 biopsias embebidas en parafina: 25 biopsias de LHC, 3
biopsias de LBRT y 31 biopsias de GLR. Los resultados demostraron que la
IHQ inicial para la expresion de PD-1y PD-L1 puede ayudar al diagnéstico de
LHC en biopsias pequefas. Los casos de LHC mostraron una expresion

general mas baja de PD-1, 96% de los LHC tenian <5% de expresion de PD-
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1 en las CRS frente a sélo un 10% de expresion dentro de la poblacion
linfocitica de los GLR (P<0,001). Los casos de LBRCT siguieron una

tendencia similar a la de LHC (Volaric et al., 2020).

Por otro lado, se planted que, en un subconjunto de casos, principalmente del
subtipo LHC, la infeccion con el Virus de Epstein-Barr (VEB), puede contribuir
con la firma molecular distintiva de LHC, y a la expresidon génica apropiada
para este linaje. En estos casos, el VEB muestra una latencia de tipo |l
intermedia distintiva, caracterizada por la expresion de la proteina 1 de
membrana latente (LMP1). La proteina LMP1 actua como un imitador de la
proteina CD40 coestimuladora, que activa y mantiene diferentes vias
moleculares, incluida la supervivencia de las células B. En particular, el EBV
se encuentra en las células RS en casi todos los casos de LHC en pacientes
inmunodeprimidos con infeccién por VIH lo que hace presumir su relevancia

en el sistema inmunitario (De Re et al., 2019).

2.3 Bases teodricas

2.3.1 Proteinas PD-1y PD-L1

PD-1 también denominada PDCD1 o CD279, es una proteina receptor
transmembrana tipo | que se expresa en la superficie de los linfocitos T, B,
monocitos, células asesinas (NK) y células dendriticas, siendo sus ligandos
PD-L1 y PD-L2. En el LHC, las alteraciones en el cromosoma 9 en el locus
9p24.1 incrementan la abundancia de estos ligandos y promueven su
induccidn mediante la sefalizacion del transductor de sefial y activador de la
transcripcion (STAT) de la quinasa Janus (JAK) (Ansell et al., 2015), (Lin &
Diefenbach, 2016).

Actualmente estan descritas tres estructuras que muestran el dominio
extracelular de PD-1 plegado en una estructura tipo sandwich de hebra beta,
semejante al pliegue del motivo estructural denominado “llave griega”, el cual
consiste en siete cadenas beta organizadas en dos hojas paralelas (Zak et al.,
2017).



PD-1 y PD-L1 corresponden a “puntos de chequeo inmune”, cuya funcién es
la modulacion de la respuesta inmune ante una noxa, mediando el balance
entre las sefiales inhibitorias y coestimuladoras, evitando de esta forma la auto
tolerancia. Las células neoplasicas tienen la habilidad de expresar PD-L1 para
evitar ser reconocidas por los linfocitos T, los cuales identifican a la proteina
ligando mediante la PD-1 (Ventola, 2017).

PD-1 es producida principalmente por células T, B y mieloides activadas. En
células T virgenes, la expresion de PD-1 se induce tras la activacion del
receptor de células T (TCR). En ausencia de sefalizacion del TCR, la
expresion se pierde, contrariamente se mantiene con la estimulacion cronica
del antigeno, como ocurre durante la infeccion cronica viral o bacteriana y en

la mayoria de los canceres (Ventola, 2017).

Los ligandos PD-L1 (ligando 1 de PD-1, CD274 o B7-H1) y PD-L2 (ligando 2
de PD-1, CD273 o B7-DC) estan presentes en la superficie de varios tipos de
células. La interaccion de PD-1 con PD-L1 o PD-L2 inhibe la activacion de
TCR, previniendo asi la proliferacién de células T, la produccion de citoquinas
y la adhesion. Muchas células tumorales regulan positivamente la PD-L1 en
su superficie, inhibiendo asi las células T que de otro modo podrian atacarlas
(De Re et al., 2019).

Recientemente, se descubrié que PD-L1 interactua con el receptor de células
T coestimuladoras CD80, lo que resulta en la interrupcién de la unién de PD-
L1 / PD-1 en células dendriticas primarias maduras, en la restriccion de la
funcién de las células T positivas para PD-1 y en una exacerbacion de la
autoinmunidad. Estos hallazgos revelaron el potencial de CD80 para
aumentar la activacion de las células T no solo a través de la coestimulacion
de CD28, sino también al reducir la sefial coinhibitoria impulsada por PD-1 (De
Re et al., 2019).

Tanto la expresion de PD-L1 y PD-L2 se pueden inducir mediante la
exposicion a interferones (IFN). Sin embargo, mientras que PD-L1 esta
regulada principalmente por la sefalizacion de IFN que converge en la unién

del factor regulador de interferén nuclear 1 (IRF-1) al promotor; PD-L1, PD-L2
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esta regulada por IFN-beta e IFN-gamma a través de la union de STAT3 e
IRF-1 a su promotor (De Re et al., 2019).

PD-L2 se expresa en macréfagos inflamatorios por induccion de la citoquina
alternativa Th2 IL-4, en cuanto PD-L1 se produce luego de la exposicion a
lipopolisacaridos (LPS) que genera principalmente una respuesta Th1. PD-1
tiene una mayor capacidad de union para PD-L2. PD-L1, contrariamente a
PD-L2, muestra una accién moduladora de la molécula coestimuladora CD80
con una propiedad intermedia entre la mostrada para CTLA-4 y CD28. La
expresion de PD-L1 y PD-L2 se da ampliamente en leucocitos, células no
linfoides y principalmente después de la exposicion a citoquinas
proinflamatorias e hipoxia, sin embargo, PD-L2 se expresa con mayor
frecuencia en células dendriticas presentadoras de antigenos y monocitos.
Generalmente la diferencia entre PD-L1 y PD-L2 deberia reflejarse en
diferentes efectos bioldgicos y funciones en la regulacion de las respuestas
Th1y Th2 (De Re et al., 2019).

Por la tanto la comparacion de las funciones de PD-L1 y PD-L2 todavia esta
bajo investigacion y a la fecha, pocos estudios han examinado las
correlaciones de diferentes tipos de infiltrados de células inmunes con la

importancia prondstica y terapéutica de PD-L2 en canceres humanos.
2.3.2 Linfoma de Hodgkin

El LH es una neoplasia maligna que presenta linfocitos anormales
caracterizada por afectar los ganglios linfaticos y cursa de forma progresiva e
indolente. Se clasifica en los tipos LHC y el LHPLN. EI LHC es un tipo de LH
cuyas células neoplasicas son las HRS, que se asocia a la infeccién por el
VEB, en un porcentaje de casos. Las HRS estan rodeadas por linfocitos T y
otras células inflamatorias. EI LHPLN es el otro tipo de LH cuya célula
neoplasica es la PL, la misma que esta rodeada por linfocitos B y linfocitos T,
y que no esta asociada a la infeccién por el VEB (Stein, H; Pileri, S; Weiss,
2017).

En el Peru, el LH corresponde aproximadamente al 9 % de todos los linfomas
malignos (INEN, 2018), y a nivel internacional el tipo LHC es el mas frecuente

y constituye alrededor del 90% de todos los casos de LH (Wang et al., 2019).
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El prondstico de LH es favorable en ambos subtipos, con curacidon en mas del
85% de casos de LHC con la poliquimioterapia moderna (Stein, H; Pileri, S;
Weiss, 2017). Sin embargo, existe un subgrupo de casos que no responden
al tratamiento convencional o recaen luego de éste, por lo que se requiere de
nuevas estrategias terapéuticas. Recientemente la administracion de
alimentos y drogas de Estados Unidos ha aprobado el uso de la inmunoterapia
para estos casos, mediante la administracion de medicamentos que inhiben
la proteina de punto de chequeo PD-1 (Lin & Diefenbach, 2016), (De Re et al.,
2019).

En el diagnéstico diferencial entre LHPLN y LHC, la IHQ basada en
marcadores de células By T (CD15 y CD30) es de ayuda limitada, ya que no
existen marcadores especificos de LH. Las células HRS son el sello distintivo
de LHC. Son células gigantes bi o polinucleadas con nucléolos prominentes.
El origen de estas células ha sido tema de varios debates durante mucho
tiempo ya que pierden la expresién de marcadores especificos de linaje
(CD20-negativos, CD30-positivos y algunas veces CD15). Un estudio de
secuenciacion reciente clasifico a las células HRS como derivadas de células
B de centrocitos proapoptoticos del centro germinal que redirigian a
centroblastos, pero, a diferencia de su contraparte fisiolégica, este evento no
es transitorio (Stein, H; Pileri, S; Weiss, 2017).

2.3.3 Inmunologia tumoral

El principal mecanismo inmunolégico de la erradicacion de tumores es la
destruccion de las células tumorales mediante los linfocitos T citotdoxicos (CTL)
especificos para antigenos tumorales. Esto se debe a que la mayoria de los
tumores tienen neoantigenos, productos génicos mutados o proteinas virales
que se sintetizan y presentan de forma enddégena en el contexto de las
moléculas MHC de clase |, lo que permite su reconocimiento por CTL. Aunque
los sueros de pacientes con cancer pueden contener anticuerpos que
reconocen tumores, hay poca evidencia de que tengan alguna funcion
protectora bajo condiciones fisiologicas. Las respuestas de CTL contra
tumores se inician por reconocimiento de antigenos tumorales en células

presentadoras de antigenos del huésped (APC) (Kumar et al., 2021).
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Muchos canceres, en particular los que se encuentran en proliferacién, tienen
una alta fraccion de células que son sometidas a muerte celular, ya sea por
mecanismos de apoptosis o0 necrosis. Las células dendriticas y macréfagos
del microambiente tumoral fagocitan células o antigenos tumorales liberados
y migran hacia los ganglios linfaticos donde presentan los antigenos con
participacion de las moléculas de MHC de clase Il y, a través de un mecanismo
llamado presentacion cruzada, también en el contexto de MHC, a moléculas
de clase |, lo que permite que los antigenos sean reconocidos por CTL CD8+
(Galon & Bruni, 2020).

Ademas, los CTL requieren moléculas coestimuladoras, que estan reguladas
al alza en las APC. Una vez activados por interaccion con las APC, los CTL
especificos del tumor, pueden migrar de los ganglios linfaticos hacia éste y
lisar las células tumorales directamente. La intensa actividad antitumoral de
los CTL para lisar células tumorales independientemente de otros tipos de
células y factores se debe a su capacidad de expresar receptores de
antigenos quiméricos (las llamadas células CAR-T), contra antigenos de
superficie de linaje especifico en ciertos tumores. Por ejemplo, las células
CAR-T especificas para antigenos de células B son muy activas contra los
tumores de células B, pero también aniquilan las células B normales y liberan
suficientes citocinas inflamatorias para causar morbilidad y en ocasiones la

muerte del paciente (Kumar et al., 2021).

Aunque los CTL parecen tener un papel fundamental en la inmunidad
tumoral, otros mecanismos también pueden participar. Se han detectado
respuestas antitumorales de células T CD4+ en ciertos pacientes,
especificamente un mayor numero de células T efectoras CD4+;
especialmente las células Th1 en infiltrados tumorales, lo que se ha asociado
con mejor prondéstico en ciertos canceres, como el carcinoma colorrectal. En
sistemas experimentales, las células asesinas naturales (NK) y los
macrofagos activados son capaces de lisar células tumorales. Después de la
activacion con interleucina 2 (IL-2) y IL-15, las células NK estan en la
capacidad de lisar una amplia gama de tumores, incluidos aquellos que no
son inmunogénicos para las células T debido a la pérdida de expresion de

moléculas de MHC de clase |. Las células NK no requieren sensibilizacién
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previa para destruir las células tumorales, lo que sugiere que podrian constituir
una primera linea de defensa. Cabe resaltar que a pesar de la importancia de
las células NK en las respuestas del huésped contra los tumores espontaneos
aun no esta bien establecida, las citocinas que activan las células NK se
utilizan para inmunoterapia. Los macrofagos activados también exhiben
citotoxicidad contra células tumorales in vitro. Un potente activador de
macrofagos es el Interferon-gamma, citoquina secretada por células T y
células NK que permite que éstas eliminen células tumorales mediante
mecanismos similares a los que se usan para eliminar microorganismos
(Galon & Bruni, 2020).

2.3.4 Mecanismo de evasiéon inmune por células cancerigenas

Las respuestas inmunitarias a menudo no controlan el crecimiento del tumor
porque las células neoplasicas malignas evaden el reconocimiento

inmunoldgico. Existen varios mecanismos de evasion propuestos:

e Crecimiento selectivo de variantes antigeno negativas. Segun se
da la progresion tumoral, se produce la eliminacion de antigenos
fuertemente inmunogénicos expresados por los subclones y las células
tumorales y prevalecen las que han perdido sus antigenos. Si las
células tumorales expresan una gran cantidad de neoantigenos, es
poco probable la eliminacién de la totalidad de estos, de tal manera que
este mecanismo es insuficiente (Kumar et al., 2021).

e Reduccion o pérdida de la expresion de moléculas MHC. Durante
la progresién de la enfermedad las células tumorales expresan
anormalmente niveles de moléculas de HLA de clase |, perdiendo asi
la capacidad de mostrar antigenos citosélicos huyendo asi del ataque
de las células T citotdxicas. Sin embargo, las células tumorales pueden
desencadenar la presencia de células NK si expresan ligandos para
receptores activadores de estas (Kumar et al., 2021).

e Compromiso de las vias que inhiben la activacion de las células T.
Las células inhiben la inmunidad tumoral regulando el incremento de
los "puntos de control" regulatorios que inhiben la respuesta

inmunolodgica. A través de una variedad de mecanismos, las células
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tumorales pueden promover la expresion del receptor inhibidor CTLA-
4 en células T especificas del tumor. CTLA-4 se une y bloquea sus
ligandos, las moléculas B7, de las APC, reduciendo la accion del
receptor coestimulador activador CD28. Las células tumorales pueden
regular la expresion de proteinas de superficie celular PD-L1 y PD-L2,
que activan PD-1 en las células T efectoras. De tal modo que PD-1,
como CTLA-4, inhibe las células T activaciéon. En algunos casos, la
sobreexpresion de PD-L1 y PD-L2 es causada por amplificacién o
translocacion de los genes PD-L1 y PD-L2. Basado en resultados
prometedores en ensayos clinicos, se ha disefiado anticuerpos que
restauran la funcién de las células T bloqueando los receptores CTLA-
4 y PD-L o inhibiendo directamente PD-1. Estos anticuerpos ahora
estan aprobados para el tratamiento de pacientes en ciertos estadios
de tumores sélidos y algunas formas de linfoma. El éxito de estos
agentes ha llevado a un nuevo paradigma en inmunoterapia contra el
cancer, llamada "bloqueo del punto de control”, que se fundamenta en
la eliminacién de los "frenos" (puntos de control) impuestos por los
tumores en las respuestas inmunitarias antitumorales del huésped. (De
Re et al., 2019).

e Secrecion de factores inmunosupresores. Las células neoplasicas
malignas pueden secretar diversos productos que inhiben la respuesta
inmune del huésped. EI TGF-B es secretado en niveles altos por
muchos tumores y es un potente inmunosupresor. Es probable que
muchos otros factores solubles inhiban la respuesta inmune del
huésped, incluyendo IL-10, prostaglandina E2, ciertos metabolitos
derivados del triptéfano y VEGF. Este ultimo puede inhibir el
movimiento de las células T desde la vasculatura al lecho tumoral
(Spranger & Gajewski, 2018).

e Induccion de células T reguladoras (Tregs). Algunos estudios
sugieren que los tumores producen factores que favorecen el desarrollo de
Treg inmunosupresoras. En el LHC se ha observado que la sobreexpresion
de PD-L1 en las HRS y de PD-1 en los linfocitos T que infiltran el area tumoral
crea una potente inhibicibn de sefales que ayudan a mantener un

microambiente inmunosupresor, permitiendo la evasion de la vigilancia
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inmunoldgica por parte de las HRS. Se ha asociado la sobreexpresion de
PD-L1y PD-1 con un mal prondstico en LH. El uso de terapia con inhibidores
de PD-1 en LH continua en investigaciéon para busqueda de mayores
beneficios en el tratamiento de esta neoplasia (De Re et al., 2019; Lin &
Diefenbach, 2016).

2.3.5. Virus Epstein-Barr

El VEB es un virus herpes gamma humano que fue identificado por primera
vez en Londres en 1964 por un equipo de investigacion dirigido por M. Anthony
Epstein mediante microscopia electronica de cultivos celulares derivados de
biopsias de tumores de nifios ugandeses con linfoma de Burkitt,
proporcionando la primera evidencia de un virus asociado a tumores en

humanos (Epstein et al., 1964).

Los estudios de la cepa B95-8 del VEB (aislada de una linea celular
secundaria de primates obtenida al infectar linfocitos de titi con VEB),
revelaron que los viriones EBV tienen un genoma de ADN lineal de doble
hebra de aproximadamente 172 kb de longitud y que codifican 80-85 genes.
La secuenciacion también ha mostrado que el VEB se puede clasificar en dos
cepas principales, tipo 1 (VEB-1) y tipo 2 (VEB-2), por diferencias genéticas
en los genes del antigeno nuclear de Epstein-Barr (EBNA), siendo la cepa
B95-8 de tipo 1 (Rickinson, 2007).

Después de la entrada en las células B, el ADN viral lineal es “circulizado” por
la ligazdn de las repeticiones terminales viricas, un proceso que combina los
segmentos codificantes desarticulados del gen LMP-2A codificado por el VEB,
en una unidad transcripcionalmente funcional, creando una secuencia de ADN
corta y unica que se puede utilizar para evaluar la "clonalidad" del virus en
células infectadas por el VEB. Luego, el genoma viral se organiza en
nucleosomas y se empaqueta en una estructura compleja de mini
cromosomas llamado episoma, mediante el reclutamiento de proteinas

celulares, como histonas y complejos de remodelacién de cromatina.
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Posteriormente, éste puede modificarse por acetilacidon o metilacion por la
maquinaria epigenética de la célula. Las modificaciones epigenéticas del
episoma del VEB son esenciales para regular el cambio del ciclo litico al

latente y viceversa (Raab-Traub & Flynn, 1986).

La arquitectura similar a la cromatina y la metilacion del ADN del genoma del
VEB en células infectadas de forma latente, explican por qué los inhibidores
de la histona deacetilasa (HDAC) y los agentes desmetilantes son potentes
inductores de la activacién del ciclo litico del VEB in vitro e in vivo, en particular
a través de sus efectos en las marcas epigenéticas represivas de la regién
promotora (Zta) del gen temprano inmediato BZLF1 del VEB (también
conocido como ZEBRA) en células infectadas de forma latente. Estas
observaciones implican un potencial riesgo de inducir la reactivacion del VEB
y por tanto de neoplasias malignas secundarias asociadas al VEB en
pacientes a los que se administran estos farmacos inhibidores de HDAC
(vorinostat, romidepsina y belinostat). Al mismo tiempo, estas observaciones
sefalan el camino hacia nuevas estrategias para sensibilizar a las células
tumorales infectadas por el VEB al efecto citotoxico del ganciclovir y otros

farmacos antivirales (Gru et al., 2015).

Segun los modelos de infeccion primaria, que postulan una interaccion
dindamica entre el virus y el compartimento de células B en el huésped
inmunocompetente, el VEB se replica inicialmente en el epitelio o en las
células B de la orofaringe y luego, bajo la presion selectiva de un organismo
eficaz, la respuesta inmune celular apaga la mayoria de sus genes y entra en
un estado de latencia, siendo las células B de memoria en reposo el reservorio

principal (Gru et al., 2015).

La LMP-1 es una proteina transmembrana que actua como un receptor CD40L
constitucionalmente activado, provocando la translocacion nuclear de NF-kB
activado y la expresiéon de BCL-2, MCL1 y otras proteinas antiapoptéticas. Los
roles mecanicistas de las otras proteinas EBNA y de los ARN no codificantes
en la latencia viral y la transformacién de células B no se han caracterizado
completamente, pero los estudios genéticos inversos sugieren que, ademas
de EBNA2 y LMP-1, EBNA3A, 3C y LP son necesarios para el crecimiento y
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la supervivencia de lineas celulares linfoblastoides B (Longnecker et al.,
2013).

Sobre la base de patrones de expresiéon en células B normales, se han
descrito tres programas principales de latencia del VEB, latencia 0 — I, Il y Il
aunque se han propuesto variaciones de este esquema. La latencia Ill implica
la expresion irrestricta de todos los EBNA, EBER y LMP, siendo muchas de
estas proteinas muy inmunogénicas. En la latencia |l se expresan EBNA-1,
EBER, LMP-1y LMP-2A y LMP-2B. La latencia O — | se observa en las células
B en reposo. Las células B infectadas con el VEB, segun la fase del ciclo
celular en la que se encuentren, pueden no expresar ningun producto génico
de EBV (latencia 0) o solo EBNA-1 (latencia |), ademas de ARN no
codificantes. La activacion de estos distintos programas transcripcionales esta
vinculada al uso del promotor, con Wp y Cp conduciendo la expresion de los
genes de latencia lll y Il y Qp conduciendo la expresién solitaria de EBNA1 en

la latencia | (Tempera & Lieberman, 2014).

Se han propuesto dos modelos para el establecimiento de una latencia de por
vida en células B maduras. El modelo del centro germinal en el que se propone
que la infeccidén primaria se produce en células B virgenes. El programa de
latencia Ill primero estimula la proliferacién de células B y la expansion de las
células infectadas. Una proporcién de las células B transformadas con el VEB
ingresa al centro germinal (CG) y cambia al programa de latencia mas limitada
Il (predeterminado), donde LMP-1 y LMP-2A proporcionan sefales de
supervivencia y diferenciacion en células B imitando la sefializaciéon mediada
por CD40L de las células T colaboradoras y la activacién del receptor de
células B por el antigeno. A medida que las células B de memoria salen del
CG, la expresion del gen del VEB se vuelve aun mas restringida (latencia 1),
para escapar de la vigilancia inmunologica (Roughan & Thorley-Lawson,
2009). En el modelo de infeccion directa, el VEB infecta la memoria en lugar
de las células B virgenes o induce un fenotipo de memoria sin necesidad de
participar en la reacciéon del CG (Kuppers, 2003).

Los programas de transcripcion del VEB pueden expresarse de manera

diferencial en varios linfomas asociados al VEB. Los linfomas que se
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desarrollan en estados inmunodeprimidos como la infeccion por VIH y
después de un trasplante de organos sélidos o células madre
hematopoyéticas, suelen mostrar un programa de latencia lll, mientras que los
linfomas que se desarrollan en pacientes inmunocompetentes, como el LH y
el linfoma de Burkitt (LB), muestran un programa de expresion génica mas
restringido (latencia Il o I, respectivamente). No se ha realizado un analisis
sistematico de la expresion génica de latencia en linfomas asociados con el
VEB en pacientes inmunocompetentes y puede existir una heterogeneidad
significativa inter tumoral e intratumoral. Ademas, el tipo de latencia del VEB
en el linfoma depende no solo del estado inmunoldgico del huésped sino
también del linaje y diferenciacion de las células infectadas. Los LH y LB en
pacientes inmunodeprimidos, tipicamente conservan un patron de latencia |l
y latencia |, respectivamente, en lugar de adquirir una latencia Ill mas

permisiva (Gru et al., 2015).

2.3.6 Técnicas de determinacion de proteinas mediante

inmunohistoquimica (IHQ)

La IHQ es una técnica utilizada para determinar la presencia y el nivel
especifico de proteinas celulares. Se basa en reacciones inmunoenzimaticas
mediante la utilizacibn de anticuerpos monoclonales o policlonales que
detectan antigenos celulares en tejidos. Existen diversos métodos de tincién
inmunoenzimatica utilizados para localizar antigenos relevantes para el
diagndstico, en este caso, oncologico. Las interacciones inmunoenzimaticas
pueden visualizarse usando diferentes enzimas como la peroxidasa o la
fosfatasa. Un método muy eficaz es el uso de un polimero de dextrano para
ampliar la seial de la unidn antigeno-anticuerpo, debido a que este polimero
lleva conjugados anticuerpos anti-especie (anti-ratdbn y/o anti-conejo) y

moléculas de peroxidasa (Garcia-Caballero & Martin-Lacave, 2012).

2.3.7 Técnicas de determinacion de VEB por hibridacion in situ con
cromogeno (CISH)

CISH es una técnica utilizada para determinar la presencia de una secuencia
especifica ADN o ARN de una célula determinada. En el caso del VEB,

utilizando una sonda complementaria para ARN no codificante del virus
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(EBER1 y EBERZ2), la hibridacion de la sonda y el ARN permitira su

identificacion con alta sensibilidad.

La Histosonda EBER esta indicada para la deteccion del ARN de EBER 1+2
en células infectadas por el virus de Epstein-Barr tanto en células reactivas
como tumorales. Los tumores humanos relacionados con el VEB son
numerosos y varian desde el Carcinoma Nasofaringeo Indiferenciado hasta el
Linfoma de Burkitt africano, el Linfoma de Hodgkin celularidad mixta, algunos
linfomas B, T y NK y en procesos linfoproliferativos asociados a
inmunodeficiencia, asi como en ganglios linfaticos de pacientes con patologia

reactiva atipica producida por mononucleosis infecciosa (Gulley et al., 2002).
2.3.8 Supervivencia o sobrevida global (SG)

La SG es el criterio de valoracion principal de referencia para evaluar el
resultado de cualquier farmaco, bioldgico, intervencion o procedimiento que
en ensayos clinicos oncologicos o en la determinacion de algun factor
prondstico. Se reconoce universalmente que la SG es inequivoca, imparcial,
con un criterio de valoracion definido de importancia clinica primordial, y los
resultados positivos proporcionan evidencia confirmatoria de que un
tratamiento determinado prolonga la vida de un paciente o que algun factor

prondstico positivo se relaciona a una mayor sobrevida (Driscoll & Rixe, 2009).
2.3.9 Estadio clinico (EC)

La clasificacion por estadios de Ann Arbor desarrollada en 1971 es un sistema
de cuatro etapas formulado para proporcionar informacion prondstica y
orientar las decisiones terapéuticas. La actual disponibilidad de modernas
técnicas de imagen ha mejorado su aplicabilidad. En 1988, se realizaron
revisiones al sistema de estadificaciéon de Ann Arbor. Los principales cambios
fueron: el uso de la tomografia computarizada para evaluar la presencia de
enfermedad debajo del diafragma. En el estadio Il, el numero de sitios
anatomicos ganglionares se indic6 mediante un subindice (p. Ej., Estadio II3).
En el estadio Ill, el compromiso abdominal superior e inferior se subdividié en
111 y IlI2, respectivamente. Por ultimo, la enfermedad de gran volumen se
denotd por X, definida como mas de un tercio de ensanchamiento del

mediastino en el nivel T5-6 0> 10 cm de dimensién maxima de la masa nodal.
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Se introdujo una remisidn completa no confirmada / incierta para indicar la
presencia de anomalias residuales en las imagenes, pero con ausencia de

enfermedad residual confirmada patolégicamente (Ng et al., 2016a).

2.4. VARIABLES

2.4.1 Identificacion y definicion de la Variable

Expresion del ligando de la proteina de muerte programada 1 (PD-L1):
proteina receptora de membrana presente en células hematopoyéticas y no
hematopoyéticas con un dominio extracelular candénico tipo inmunoglobulina,
responsable de la interaccion y sefal de traduccién hacia los dominios
intracelulares. (Krzysztof M. Zak, 2017). Se puede expresar en células

tumorales de forma aberrante (Vargas-Rojas et al., 2008).

Expresién de proteina de muerte programada (PD-1): proteina receptor
transmembrana tipo |, también denominada CD279 expresada en la superficie
de los linfocitos T, B, células asesinas naturales, monocitos y células
dendriticas, cuyos ligandos son PD-L1 y PDL-2 (Zak et al., 2017) (Xu-Monette
et al.,, 2018). PD-1 se expresa en forma constitutiva en linfocitos B, T,

macrofagos y células dendriticas (Vargas-Rojas et al., 2008).

Determinacion del RNA del Virus Epstein Barr (VEB): La presencia del
RNA del VEB es un agente oncogénico y esta asociado a diversas neoplasias
linfoides y epiteliales a través de sus proteinas latentes de membrana LMP2A
y LMP1 (El-Sharkawy A, 2018).

Pronéstico de vida: Variable determinada por dos indicadores: la SG, que
esta determinada por el tiempo de vida desde el diagndstico inicial o inicio del
primer tratamiento, hasta la muerte por cualquier causa (Pilz et al., 2012;
Stein, H; Pileri, S; Weiss, 2017), y el EC, que indica el progreso de la
enfermedad de manera estratificada. En pacientes con linfoma maligno los
estadios | y Il son considerados iniciales y los Il y IV, avanzados. (Ng et al.,
2016b).
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2.4.2 Operacionalizacion de variables

VARIABLE DEFINICION OPERACIONAL CATEGORIAS / ESCALA
PUNTOS DE DE
INDICADORES .,
CORTE MEDICION
Expresiéon de PD-L1 | Proteina punto de chequeo en | Expresién de PD-L1 Positivo: 21% en | Nominal
células neoplasicas. Se o células neoplasicas
Tincion de
determinara mediante IHQ. ] .
membrana (marrén) | Negativo:< 1% en
células neoplasicas.
Alta expresion: = o
> de 50%
Baja expresion: <
de 50%
Expresion de PD-1 Proteina punto de chequeo en | Expresién de PD-1 Alta expresion: > de | Nominal
linfocitos. Se determinara o 15 células positivas
Tincion
mediante IHQ. ) » por campo de 40X
citoplasmatica
. (campo de alto poder
(marron)
CAP) 0 > de 0.5% del
total de linfocitos.
Baja expresion: <
de 15 células
positivas por campo
de 40X o < del 0.5%
del total de linfocitos.
Expresion del ARN | ARN del VEB. Expresion de EBER Positivo: 1 o mas | Nominal
del VEB . . o CRS positivas
Se medira mediante | Tincién nuclear
CISH/EBER (marrén) Negativo: ninguna
CRS positiva
Pronéstico de vida | Tiempo de vida (en afos) Sobrevida global Alta >de 3 afios Nominal
desde el diagnéstico hasta el i .
Baja <de 3 afos
fallecimiento.
Estratificacion clinica del Estadio Clinico Estadio inicial (I, Il) | Nominal

paciente segun la progresion

de la enfermedad.

Estadio
(1, 1v)

avanzado
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Tipo y diseiio de investigaciéon

El presente estudio es:

Segun el objetivo:
o Basica
o Correlacional.
- Segun la profundidad:
o Descriptiva
- Segun el tipo de datos:
o Cuantitativa
- Segun la manipulacion de variables:
o No experimental
- Segun la temporalidad:

o Transversal, retrospectiva

3.2 Unidad de analisis.

Muestra tisular (embebida en parafina) correspondiente a biopsia de pacientes
diagnosticados con LH en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN).

3.3 Poblacion de estudio
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Pacientes diagnosticados con LH en el INEN ingresados entre los afios 2015
y 2018.

3.4 Tipo de muestreo

No probabilistico intencional.

3.5 Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra es de 79 biopsias de pacientes con diagndstico de
LH obtenidos de la base de datos del INEN, con informacion clinica completa

y biopsias embebidas en parafina (bloques) disponibles para estudio.

3.6 Seleccion de la muestra
3.6.1 Criterios de inclusion

e Las HC que tengan un seguimiento del paciente de por lo menos tres
anos.
e Tener muestras (biopsias embebidas en bloques de parafina) en buen

estado de conservacion, correspondiente al periodo 2015-2018.

3.6.2 Criterio de exclusion

e Pacientes diagnosticados con otros tipos de linfoma.

e Pacientes con antecedentes de enfermedades inmunoldgicas.

3.7 Técnica de recoleccion de datos
3.7.1 Determinacion de indicadores biolégicos

El material biolégico correspondid a muestras tisulares embebidas en

parafina. Para el procesamiento de la IHQ y el CISH, se fabricaron bloques
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con secciones seleccionadas mediante analisis morfolégico de las muestras
correspondientes a biopsias de cada caso, ordenandose en filas de 12
muestras problema y 3 casos control por cada bloque o matriz de tejido (TMA).
Se realizé la tincion de HE para la evaluacion histoldgica en cada seccion de
TMA. Luego se realizaron los cortes de los bloques de parafina que contienen
las muestras tisulares (TMA) en el microtomo de rotacion Leica (3 micras),
Cada corte de TMA fue colocado en una lamina portaobjeto y expuesta a 92°C
durante 1 hora, seguidamente se llevdo a cabo el protocolo para la
determinacion proteica de PD-1, PD-L1 y RNA del VEB (Zafra Sierra et al.,
2004)

La elaboracion de los TMA permite el procesamiento en simultaneo de un gran
numero de muestras de tejidos los cuales son integrados en un unico bloque
de parafina, garantizando asi la homogeneidad de resultados y una

considerable optimizacion de tiempo y reactivos (Simon et al., 2004).

3.7.2 Determinacion de indicadores inmunohistoquimicos: proteina de

muerte programada 1 (PD-1) y su ligando (PD-L1).

Para el procesamiento inmunohistoquimico e hibridaciéon in situ con

cromogeno se utilizaron los siguientes reactivos:

Inmunohistoquimica (IHQ) Hibridacion In Situ con Cromaégeno (CISH)
Recuperador antigénico Proteinasa K

Peroxidasa Histosonda EBER

Anticuerpo primario (PD-1, PD-L1) Anticuerpo Antidigoxina

Amplificador de anticuerpo primario

Polimero/ HRP Polimero/ HRP

Diaminobenzidina (DAB) Diaminobenzidina (DAB)

Los equipos usados fueron:
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e Procesador automatico de IHQ Autostainer Link 48.

e Equipo de recuperacion antigénica (pretratamiento de tejidos) PT-Link.

Las laminas conteniendo las muestras procedentes de los pacientes del
estudio y anteriormente colocadas en la estufa a 60°C, fueron sometidas a
recuperacion antigénica en el equipo de pretratamiento PT-Link (Agilent
Dako) y procesador automatico de IHQ (Autostainer Link 48, Agilent Dako)
para realizar la inmunotincion automatizada, para lo cual se programoé los
protocolos establecidos para los anticuerpos anti-PD-1 (clona NAT 105) y anti
PD-L1 (clona CAL 10). Ambos anticuerpos de Vitro Master Diagndstica. La
recuperacion antigénica se realizé mediante incubacion de las muestras
tisulares en Tris EDTA pH 9.0 por 20 min a 92°C, Se determiné la expresiéon
de PD-1 y PD-L1 mediante IHQ utilizdndose la metodologia a base de
polimeros (Vitro Master Diagndstica). Los antigenos PD-1 y PD-L1 presentes
en las muestras fueron reconocidos por los anticuerpos monoclonales anti-
PD-1 y anti PD-L1 mediante incubacién por 30 minutos a temperatura
ambiente, los complejos antigeno-anticuerpo formados ante la presencia de
los antigenos fueron amplificados incubando por 10 min. a temperatura
ambiente con el amplificador de anticuerpos (Primary Antibodies Amplifier
Vitro Master Diagnéstica) posteriormente estos fueron reconocidos mediante
incubacion durante 15 min. a temperatura ambiente  con el anticuerpo
secundario (Master Polymer Plus HRP Vitro Master Diagnéstica). El revelado
de dicha actividad se visualizé mediante una reaccién colorimétrica marrén
con Diaminobenzidina (DAB Chromogen-Vitro Master Diagnéstica),
finalizando con la contratincidon utilizando hematoxilina de Harris por 15
segundos y los correspondientes lavados entre paso y paso (Pardo Minda et
al., 1998). Se utilizaron muestras control positivo en cada seccion de TMA. Se
considero positividad para PD-L1 al visualizarse tincion marréon de membrana
en 1% o mas de las HRS. Se determin6 un punto de 50% o mas de positividad
de PD-L1 para determinar grupos con alta expresion (50% o mas) o baja
expresion (menos de 50%). Ver figuras 1 y 2. Se considero alta expresion de
PD-1 cuando se identifico tincidn citoplasmatica marrén en 15% o mas
linfocitos del MAT por campo de alto poder (CAP) o >0.5% del total de
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linfocitos y baja expresion cuando hubo menos de 15% de expresion por CAP
(Ozturk et al., 2020). Ver figuras 3 y 4.

3.7.3 Determinacioén de indicador molecular: ARN del virus Epstein Barr
(VEB)

Se utilizé la técnica de CISH para la determinacién del VEB, la cual determina
ARN no codificante del virus (EBER 1 y EBER 2). La ISH se fundamenta en
la hibridacion entre una secuencia de DNA o RNA que se encuentra marcada
especificamente (sonda) y la secuencia de DNA o RNA que esta presente en
la muestra (ARN del VEB) produciéndose la hibridacion al haber
complementariedad entre estas secuencias. Mediante procedimientos de
tincion cromogénica Inmunohistoquimica dirigida hacia el marcador especifico
de la sonda, la cual es determinado por el DAB- cromogeno se visualizan

estos productos hibridos.

Luego de la desparafinacion de la muestra se procedid a bloquear la
peroxidasa endogena con una solucién al 3% de perdxido de hidrégeno. La
desproteinizacion se realizd con proteinasa K siguiendo los protocolos
establecidos en el Kit CISH EBER (Vitro Master Diagndstica). Luego se
procedio a la incubacion con la Histosonda EBER, la misma que detecta EBER
1y EBER 2 del VEB. La sonda marcada fue hibridada con EBER 1y EBER 2
y detectada empleando un anticuerpo monoclonal conjugado fosfatasa
alcalina-antidigoxina, siguiendo a continuacion el protocolo de IHQ
previamente descrito. La reaccion nuclear positiva, de color marrén oscuro, se
visualizd mediante el uso de la sustancia cromogénica diaminobenzidina
(DAB). Ver figura 5. Como controles se emplearon casos confirmados

positivos y negativos para VEB en cada seccién de TMA (Gulley et al., 2002).
3.7.4 Determinacion de indicador de pronéstico de vida

Se determin6 mediante la SG, y el EC. La SG mide el tiempo en afios de un
paciente iniciando desde el inicio de diagndstico hasta la muerte por cualquier
causa, dicha informacién fue obtenida de las HC de los pacientes. (Pilz et al.,
2012).
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El EC estratificado de Ann Arbor (I, Il, IIl, IV), se determiné de acuerdo con
criterios previamente establecidos, que incluyen la presencia de adenopatias
en una o mas regiones, si éstas estan sobre el diafragma o si estan sobre y
debajo del diafragma y si hay compromiso de 6rganos no linfoides segun los
siguientes criterios estipulados en las HC de los pacientes en estudio. (Ng et
al., 2016b).

ESTADIO | DEFINICION

| Compromiso de un ganglio linfatico () o un érgano extra linfatico
(IE)

Il Compromiso de dos o mas regiones de ganglios linfaticos en el
mismo lado del diafragma (II) o compromiso localizado de un
organo extra linfatico y uno o mas regiones de ganglios

linfaticos en el mismo lado del diafragma (lIE)

] Compromiso de regiones de ganglios linfaticos en ambos lados
del diafragma (lll) que pueden estar acompafiado por
compromiso localizado de un érgano extra linfatico en el mismo

lado del diafragma (llIE) o por compromiso del bazo o ambos.

v Compromiso difuso de uno o mas 6rganos o tejidos extra

linfaticos con o sin compromiso de ganglios linfaticos.

3.8 Andlisis e interpretacion de la informacién

Se realizé un analisis descriptivo a través de porcentajes, frecuencias y
medidas de resumen (promedio, minimo y maximo).

En relacion con caracteristicas cuantitativas y las diferencias entre grupos de
pacientes, segun PD-L1 y PD-1, se evaluaron con la prueba t o su
correspondiente prueba no paramétrica (previa evaluacion de normalidad).

Asociaciones entre grupos de pacientes PD-L1 y PD-1 con caracteristicas
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cualitativas se evaluaron con la prueba Chi-cuadrado, haciendo uso de la
correccion de Yates o agrupando categorias de ser el caso.

En cuanto a la estimacion de la supervivencia global, el periodo de
seguimiento comprendié desde la fecha de ingreso del paciente hasta la fecha
de fallecimiento (evento de interés) o ante la pérdida de vista la fecha de ultima
consulta. Los pacientes que no cumplieron con el evento de interés se
consideraron como censurados. Las curvas de supervivencia se estimaron
con el método de Kaplan-Meier y las diferencias entre curvas se evaluaron
con el logrank test.

Un valor p<0.05 se considero para una diferencia o asociacion significativa.

En el analisis se usara el software estadistico SPSS 22.

3.9 Consideraciones éticas
3.9.1 Consentimiento informado

Este trabajo fue presentado al comité de investigacion del INEN. En este tipo
de estudios retrospectivos basicos, en que se utilizan biopsias embebidas en
parafina, previamente realizadas para el diagndstico, el subcomité de ética del
INEN dispone que no se requiere el consentimiento informado de los
pacientes debido a que estas investigaciones no tienen una accion directa
sobre ellos ni implica una modificacion en su estado fisico, evaluacion y

tratamiento.
3.9.2 Confidencialidad de los datos

Los datos de identificacion de los pacientes fueron mantenidos en absoluta
confidencialidad, utilizando sélo los codigos correspondientes, con acceso

unicamente a la investigadora.
3.9.3 Aprobacidn por el comité de investigacion del INEN

Se aprobd el estudio por el comité de investigacion del INEN (2021)
manteniéndose vigente a fecha actual tal y como lo acredita la copia del

documento otorgado por dicho comité y que figura en el anexo 3.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis, presentacién y discusion de resultados

Las figuras 1 y 2 muestran imagenes microscopicas de casos de LH con

resultados de IHQ para PD-L1 en las células neoplasicas HRS.

Figura 1. Imagen histolégica de uno de los casos del estudio con LHC, en el
que se muestra positividad de PD-L1 mediante IHQ en porcentaje mayor al 50%
de las HRS (40x)
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Figura 2. Imagen histolégica de uno de los casos del estudio con LHC, en el
que se muestra positividad de PD-L1 mediante IHQ en porcentaje menor al 50%
de las HRS (40X). Algunos linfocitos también muestran expresion de PD-L1

Las figuras 3 y 4 muestran imagenes microscoépicas de casos de LH con
resultados de IHQ para PD-1 en los linfocitos del MAT.

Figura 3. Imagen histolégica de uno de los casos del estudio con LHC, en el
que se muestra positividad de PD-1 mediante IHQ en mas de 15 linfocitos del
MAT por CAP. (40X).

31



Figura 4. Imagen histolégica de uno de los casos del estudio con LHC, en el
que se muestra positividad de PD-1 mediante IHQ en menos de 15 linfocitos del
MAT por CAP (40X).

La figura 5 muestran la imagen microscopica de un caso de LH con resultado

de EBER positivo en células neoplasicas HRS.

Figura 5. Imagen histolégica de un caso de LHC que muestra positividad para
VEB mediante CISH EBER (40X).
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La edad promedio de los 79 pacientes del estudio fue de 33.3 afos, {4 a 84);

el 65.8% (N=52) de pacientes son hombres y el 34.2% (N=27) son mujeres;

otras caracteristicas de los pacientes en estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en el estudio.

N (%)
Edad, ainos
Promedio [Min-Max] 33.3 [4-84]
Sexo
Hombres 52 (65.8)
Mujeres 27 (34.2)
Localizacion
Cervical 60 (75.9)
Mediastinal 58 (73.4)
Retroperitoneal 40 (50.6)
Axilar 34 (43.0)
Bazo 19 (24.1)
MO 14 (17.7)
Hueso 12 (15.2)
Higado 11 (13.9)
Inguinal 7 (8.9)
Intra abdominal 7 (8.9)
lliaca 4 (5.1)
Orbitario 2 (2.5)
Orofaringe 1(1.3)
Pleura 1(1.3)

Partes blandas

1(1.3)
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Estadio clinico

I 3(3.8)
Il 17 (21.5)
i 23 (29.1)
v 34 (43.0)
Sin registro 2 (2.5)
Quimioterapia

No 14 (17.7)
QT 51 (64.6)
QT+TPH 7 (8.9)
QT+RT 1(1.3)
TPH autélogo y alogénico 1(1.3)
Sin registro 5(6.3)
Subtipo histolégico

EN 23 (29.1)
CM 15 (19.0)
RL 3(3.8)
DL 1(1.3)
PLN 1(1.3)
Sin registro 36 (45.6)
PDL-1

<50% 11 (13.9)
250% 64 (81.0)
Sin registro 4(5.1)
PD-1

<15 x CAP 60 (75.9)
215 x CAP 16 (20.3)
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Sin registro 3 (3.8)
EBER

Negativo 45 (57.0)
Positivo 34 (43.0)

En el presente estudio se documentaron 21 (26.6%) fallecimientos. La

supervivencia global en el grupo de pacientes con PD-L1 menor al 50% se
estimé alos 12, 36 y 60 meses en 90.9%, 79.5% y 63.6%, respectivamente, y
en el grupo con PD-L1 mayor o igual que 50% se estimé en 80.7%, 78.6% y

61.3%, respectivamente. La mediana del tiempo de supervivencia se estimo

en 128 meses en el grupo PD-L1 menor que 50% y en el grupo con PD-L1

mayor o igual que 50% no se pudo estimar. En el estudio no se encontré una

diferencia significativa en la supervivencia global segun los grupos de PD-L1

(ver Figura 6).
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Figura 6. Curvas de la supervivencia global estimada segun PD-L1.

En la Tabla 2 se muestra la relacién de los grupos PD-L1 menor que 50% y
mayor o igual que 50% con la edad, el sexo, el estadio clinico y el EBER. Se
observa que ambos grupos de pacientes son comparables respecto a la edad,
el sexo y el estadio clinico. Se encontré una asociacién significativa de los
grupos PD-L1 con el EBER, se observa una mayor proporcién de pacientes
EBER positivo en el grupo PD-L1 mayor o igual que 50% que en el grupo PD-

L1 menor que 50% (50.0% vs 9.1%, respectivamente).
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Tabla 2. PD-L1 y caracteristicas de los pacientes en el estudio.

PD-L1

<50% 250% p
Edad, afos
Promedio [Min-Max] 31.8 [5-78] 32.6 [4-84] 0.905
Sexo
Mujeres 3 (27.3) 22 (34.4)
Hombres 8 (72.7) 42 (65.6) 0.908
Estadio clinico
[-11 3(27.3) 16 (25.8)
-1v 8(72.7) 46 (74.2) 1.000
EBER
Negativo 10 (90.9) 32 (50.0)
Positivo 1(9.1) 32 (50.0) 0.028

La SG en pacientes con PD-1 menor que 15 x CAP se estimé a los 12, 36 y

60 meses en 81.4%, 79.2% y 65.2%, respectivamente, y en el grupo con PD-
1 mayor o igual que 15 x CAP se estimé en 93.8%, 85.2% y 60.9%,

respectivamente. La mediana del tiempo de supervivencia en el grupo con

PD-1 menor que 15 x CAP se estimé en 128 meses y en el grupo con PD-1

mayor o igual que 15 x CAP se estimé en 68 meses. No se encontré una

diferencia significativa en la supervivencia global segun los grupos de PD-1

(ver Figura 7).
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Figura 7. Curvas de la supervivencia global estimada segun PD-1.

En la Tabla 3 se muestra la relacion de los grupos PD-1 menor que 15 x CAP
y mayor o igual que 15 x CAP con la edad, el sexo, el estadio clinico y el
EBER. Se observa que ambos grupos de pacientes son comparables respecto
al sexo y el estadio clinico. Se encontré una diferencia significativa entre
ambos grupos respecto a la edad, los pacientes del grupo con PD-1 menor
que 15 x CAP tienen significativamente mayor edad que los pacientes del
grupo PD-1 mayor o igual 15 x CAP (edad promedio de 34.5 anos vs 25.4
afnos, respectivamente). Se encontré una asociacion significativa de los

grupos PD-1 con el EBER, se observa una mayor proporcion de pacientes
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EBER positivo en el grupo PD-1 menor que 15 x CAP que en el grupo PD-1

mayor o igual que 15 x CAP (53.3% vs 6.3%, respectivamente).

Tabla 3. PD-1 y caracteristicas de los pacientes.

PD-1

<15 x CAP 215 x CAP p
Edad, anos
Promedio [Min-Max] 34.5 [4-84] 25.4 [4-74] 0.044
Sexo
Mujeres 19 (31.7) 6 (37.5)
Hombres 41 (68.3) 10 (62.5) 0.659
Estadio clinico
Il 13 (22.4) 7 (43.8)
-1v 45 (77.6) 9 (56.3) 0.167
EBER
Negativo 28 (46.7) 15 (93.8)
Positivo 32 (53.3) 1(6.3) 0.001

En la Tabla 4 se muestra, para el total de pacientes con registros de PD-L1y

PD-1, que 9 (12.2%) pacientes tienen valores bajos de PD-L1 y PD-1 (<50%
y <15 x CAP, respectivamente), 13 (17.6%) pacientes tienen valores altos de
PD-L1 y PD-1 (250% y 215 x CAP, respectivamente), 2 (2.7%) pacientes
tienen valores bajos de PD-L1 y valores altos de PD-1 (<50% y =15 x CAP,

respectivamente) y 50 (67.6%) pacientes tienen valores altos de PD-L1 vy

valores bajos de PD-1 (=250% y <15 x CAP, respectivamente).
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Tabla 4. Pacientes seguin PD-L1 y PD-1.

PD-1
PD-L1 <15 x CAP >15 x CAP Total
<50% 9 (12.2) 2 (2.7) 11 (14.9)
>50% 50 (67.6) 13 (17.6) 63 (85.1)
Total 59 (79.7) 15 (20.3) 74 (100.0)

4.2. Pruebas de hipétesis

4.2.1 PD-L1y SG

Hipotesis:

HO: No existe relacion entre la expresion de PD-L1 en HRS y SG en pacientes

peruanos con diagnéstico de LH en el periodo 2015-2018.

H1: Existe relacién entre la expresion de PD-L1 en HRS y SG en pacientes

peruanos con diagndstico de LH en el periodo 2015-2018.

Nivel de significancia:

Nivel de significancia (alfa) < 0.05 (5% en término de probabilidades)

Estadistica de prueba:

Chi cuadrado

Nivel de P:
p=0.8

Dado que el valor p (0.8) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entonces se

acepta la hipétesis nula con un margen de error de 5%.

Decision:

No existe relacion entre la expresion de PD-L1 y la SG en pacientes peruanos con
diagnostico de LH en el periodo 2015-2018.
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4.2.2PD-1y SG

Hipétesis:

HO: No existe relacién entre la expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT y la SG

en pacientes peruanos con diagnéstico de LH en el periodo 2015-2018.

H1: Existe relacién entre la expresién de PD-1 en los linfocitos del MAT y la SG de

pacientes diagnosticados con LH en el periodo 2015-2018.

Nivel de significancia:

Nivel de significancia (alfa) < 0.05 (5%en términos de probabilidades)

Estadistica de prueba:

Chi cuadrado

Nivel de P:
p=0.75

Dado que el valor p (0.75) es mayor que el nivel de significancia (0.05), entonces

se acepta la hipétesis nula con un margen de error de 5%.

Decision:

No existe relacion entre la expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT y la SG de

pacientes peruanos diagnosticados con LH en el periodo 2015-2018.

41



4.2.3 PD-L1y VEB

Hipétesis:

HO: No existe relacion entre la expresion de PD-L1 en las HRS y la infeccion
por VEB en pacientes peruanos con diagndstico de LH en el periodo 2015-
2018.

H1: Existe relacion entre la expresién de PD-L1 en las HRS vy la infeccion
por VEB en pacientes peruanos con diagndstico de LH en el periodo 2015-
2018.

Nivel de significancia:

Nivel de significancia (alfa) < 0.05 (5%)

Estadistica de prueba:

Chi cuadrado

Nivel de P:
p =0.028

Dado que el valor de p (0.028) es menor que el nivel de significancia (0.05),

entonces se rechaza la hipétesis nula con un margen de error de 5%.

Decision:

Existe relacion entre la expresion de PD-L1 en las HRS vy la infeccién por

VEB en pacientes peruanos con diagnostico de LH en el periodo 2015-2018.
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4.2.4 PD-1y VEB

Hipétesis:

HO: No existe relacién inversa entre la expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT
y la infeccién por VEB en pacientes peruanos con diagnéstico de LH en el periodo
2015-2018.

H1: Existe relacion inversa entre la expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT vy
la infeccién por VEB en pacientes peruanos con diagnéstico de LH en el periodo
2015-2018.

Nivel de significancia:

Nivel de significancia (alfa) < 0.05 (5% en término de probabilidades)

Estadistica de prueba:

Chi cuadrado

Nivel de P:
p = 0.001

Dado que el valor de p (0.01) es menor que el nivel de significancia (0.05), entonces

se rechaza la hipétesis nula con un margen de error de 5%.

Decision:

Existe relacion inversa entre la expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT vy la
infeccion por VEB en pacientes peruanos con diagnéstico de LH en el periodo
2015-2018.
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4.3 Discusion

En la presente investigacion, todos los pacientes fueron tratados con
quimioterapia, sin embargo, hay que recalcar que se realizaron las biopsias
antes del tratamiento. A diferencia de otros estudios, en que la positividad de
PD-L1 en las HRS es variable, en la presente investigacidon, se encontré la
expresion en todos los casos evaluados, evidenciandose que en el 81% de
dichos casos, hubo 50% o mas de positividad. En la investigacion de Hollander
y colaboradores, se evalud la positividad de PD-L1 en HRS en biopsias pre y
postratamiento, encontrando un significativo incremento de la expresién en
estos con expresion de PD-L1 de 87%. Por otra parte, todos los casos
recurrentes expresaron PD-L1 (Hollander et al., 2018). Se ha postulado que
esta regulacion al alza estaria relacionada a mecanismos genéticos (como la
alteracién en la region 9p24.1 del cromosoma 9) ocasionados por el
tratamiento antineoplasico, (Roemer et al., 2016). Otra publicacion, también
reportdé un aumento de PD-L1 en las HRS post tratamiento, pero con menor
positividad, encontrandose que 18% de los casos expresaron PD-L1 antes del
tratamiento, en contraste con el 47% que evidencié positividad postratamiento
(Paydas et al., 2015). La peculiaridad de nuestros hallazgos en este estudio
radica en que todos los casos fueron altamente positivos para PD-L1 (81%),
con biopsias tomadas previamente al tratamiento. Esto indica que, en los
pacientes del presente estudio, presentan alteracion en la regulacion de PD-

L1 antes del tratamiento o su posible recidiva.

Se ha reportado que en pacientes con LHC con enfermedad refractaria o
recidivante, tratamientos con inhibidores de PD-1 resultan en altas tasas de
respuesta (Ansell et al., 2015; Armand et al., 2016; Younes et al., 2016). Las
elevadas expresiones de PD-L1 y/o PD-L2 se explicaria por la amplificacion
de la regidon del cromosoma 9p24.19 y por la activacion de AP-110 por las
HRS, estimulando la ruta de JAK-STAT (Ansell et al., 2015; Jalali et al., 2019;
Steidl et al., 2010). La respuesta terapéutica al bloqueo de PD-1 en LHC se
explicaria por la interrupcion de la interaccion PD-1/PD-L1 o PD-L2, esto daria
inicio a una cascada de eventos de sefalizacion que desencadena una
respuesta celular inmunitaria eficaz contra las células tumorales (Keir et al.,
2008).
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Por otro lado, al evaluar el suero de pacientes con LHC, encontraron un
incremento de la forma soluble de PD-1, en comparacion con los sujetos sin
enfermedad, asi mismo plantean que PD-1 soluble tiene la capacidad de
inducir la sefializacién inversa de PD-L1 en lineas celulares de LHC vy el
tratamiento con anti-PD-1 podria revertir este efecto, por lo que, sugirieron
que hay un mecanismo de importancia biolégica y funcional en relacién con
2estas formas solubles. Los efectos de los bloqueadores de PD-1 en
pacientes con LHC podrian estar mediados por el bloqueo de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial de las HRS, debido a que el metabolismo energético de
las HRS es altamente dependiente de Ila fosforilacion oxidativa.
Probablemente la sefalizacion inversa PD-L1 también juega un papel

importante en este proceso (Birkenmeier et al., 2016; Jalali et al., 2019).

En esta investigacion luego de comparar dos grupos con punto de corte en
50% de positividad, no demostré asociacion con edad, sexo, EC, ni SG en
referencia a la expresion de PDL-1 en las HRS, corroborandose Ilo
mencionado en otros reportes (Hollander et al., 2018; Volaric et al., 2020).
Estudios con elevada expresion (97%) de PD-L1 en las HRS del LHC, revelan
alteraciones concordantes de los loci PD-L1 y PD-L2 (polisomia, ganancia de
copia, amplificacion), asociandose esto a la expresion de PD-L1 y las
alteraciones genéticas en pacientes con amplificacion en la regién 9p24.1
siendo para estos, la supervivencia libre de progresion, significativamente mas
corta (Roemer 2016). En pacientes con neoplasia avanzada la incidencia y
amplificacion de la regidon 9p24.1 se vieron incrementadas postulandose que
la expresion de PD-L1 en las HRS y de PD-1 en las células inflamatorias del
MAT tienen un rol relevante para la identificacion de pacientes con LHC de
alto riesgo (Greaves et al., 2011). Otra consideracion destacable de la
presente investigacion es que los casos que expresaron 50% o mas de PD-
L1, mostraron una expresion de PD-1 disminuida en los linfocitos del MAT
(67.6% con menos de 15 linfocitos con expresion de PD-1 por CAP), lo que
coincide con lo encontrado en otros reportes (Paydas 2018: Hollander 2017,
Hollander 2018; Greaves 2011). Una caracteristica peculiar del LHC es que
las HRS representan un bajo porcentaje celular del tejido afectado pues la
mayoria de las células corresponde a células inflamatorias. Siendo PD-1 un
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analogo de CD28 expresado en células T, su actividad citotoxica es inhibida
en células neoplasicas mediante la interaccion con PD-L1, que es un analogo
de B7. Esta proteina esta regulada al alza en células inmunes y no inmunes,
incluidas las células malignas. Como se menciond, la inmunosupresion a
través de PD1/PD-L1, contribuye a una respuesta inmune fallida en algunos
tumores (Keir et al., 2008). En la supervivencia de las células B del centro
germinal la interaccion PD1/PD-L1 también es de importancia (Good-
Jacobson et al., 2010). En estudios realizados por Greaves, se determiné la
variabilidad de la expresién de PD-1 y PDL-1 al momento del diagnostico de
LHC. En la mayoria de los casos la expresion de PD-1 fue baja o ausente en
el MAT y los pocos pacientes con expresion de PD-1 elevada presentaron una
evolucion clinica desfavorable. En contraste hubo elevada expresién de PD-
L1 tanto en HRS como en las células del MAT, aunque en estas ultimas no se
mostro asociacion con el cuadro clinico, concluyendo que PD-1 puede tener
importancia bioldgica, en una minoria de pacientes con LH, asociandose la
sobreexpresion con una mayor probabilidad de baja sobrevida (Greaves et al.,
2011). En este estudio no se evidencia asociacién de PD-1 con la SG ni con
las caracteristicas clinicas, aunque si se observo que los pacientes del grupo
etario de mayor edad (promedio 34.5 afos) tuvieron baja o nula expresion de
PD-1 en los linfocitos del MAT. Al respecto, se ha informado recientemente en
estudios preclinicos la disminucion del sistema inmunitario relacionada con la
edad, denominada inmunosenescencia (Elias et al., 2016, 2017). Se ha
descrito que las células T, los principales efectores de la respuesta
antitumoral, experimentan cambios significativos con la edad. En ese sentido,
los linfocitos T CD8+ virgenes disminuyen con el incremento de edad, debido
a la involucion del timo y la contraccion de las células madre linfopoyéticas
(Tomihara et al., 2013) y la disminucién de la expresion de CD28 en la
superficie de los linfocitos T CD8+ provoca una disminucion de la activacion
inmunitaria (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008; Filaci et al., 2004; Weng et al.,
2009). En la presente investigacion, no se evaluaron los linfocitos infiltrantes
de tumores (TIL), sin embargo, es un aspecto que debe considerarse ya que,
se ha encontrado que los niveles de PD-1 en estos TIL en pacientes con LH,
presentan mayor expresion que la observada en linfocitos de individuos

voluntarios sanos (Yamamoto et al., 2008). El incremento de los TIL con PD-
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1+ se asocia con peor prondstico en pacientes diagnosticados con LH
(Greaves et al., 2013; Muenst et al., 2009).

Un interesante estudio de Volaric y colaboradores tuvo como objetivo
determinar la utilidad diagnostica de PD-L1 y PD-1 en biopsias con aguja en
pacientes con LHC y en biopsias de ganglios linfaticos no neoplasicos. Los
casos con LHC tuvieron mayor expresion de PD-L1 en las HRS, lo que no se
observé en ninguna célula linfoide de los ganglios no tumorales. También
observaron baja expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT de LHC en
comparacion con los linfocitos de los ganglios reactivos. La utilidad de este
hallazgo radica que en casos de biopsias pequefias en que se identifican
células sospechosas que corresponden a HRS, la positividad de PD-L1 y la
baja expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT estarian a favor del
diagnostico de LHC (Volaric et al., 2020).

Otro hallazgo importante es la asociaciéon significativa entre la expresion de
PD-L1 enla HRS, la expresién de PD-1 con los linfocitos del MAT y la infeccion
de las células neoplasicas por el VEB. Se encontré una mayor proporcion de
pacientes EBER positivo en el grupo PD-L1 mayor o igual a 50% y una mayor
proporcion de pacientes EBER positivo en el grupo PD-1 menor que 15 x CAP.
En el estudio de Green y colaboradores, se observo una relacion mutuamente
excluyente entre la infeccion por VEB y la amplificacion de la region 9p24.1,
sugiriendo mecanismos alternativos de induccién de PD-L1 (Green et al.,
2012). Por otro lado, el analisis de elementos reguladores de PD-L1 reveld un
elemento potenciador con sitios de unién AP-1 en tandem. AP-1 es
constitutivamente activo en LHC y las células HRS expresan niveles altos
tanto de cJUN como de JUN-B, componentes de AP-1 (Mathas et al., 2002;
Rodig et al., 2008). Por otro lado, la inhibicion de cJUN disminuyd la expresion
de PD-L1. Estos resultados definen un mecanismo adicional dependiente de
AP-1 para la expresion de PD-L1 en LHC. Apoyando esta hipotesis, Green y
colaboradores encontraron una fuerte expresion de PD-L1 en lineas de
células B linfoblastoides transformadas por VEB (LCL) y actividad tanto del
potenciador de PD-L1 en estas células. Ademas, el antigeno codificado por
VEB, LMP1, aumenté el promotor de PD-L1 y mas del 70 % de los desérdenes

linfoproliferativos postrasplantes (DLPT) asociados a VEB expresaron PD-L1
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en las células B. Estos hallazgos son de interés adicional dada la expresion
del receptor PD-1 en células T CD8 + especificas de VEB (Greenough et al.,
2010). En analisis previos de hibridacion gendémica comparativa, no se
identifico amplificacidén de la regién 9p24.1 en DLPT EBV+ (Poirel et al., 2005;
Rinaldi et al., 2006), lo que respalda aun mas la idea de que la infeccién por
VEB y la ganancia de copias de la region 9p24.1 representan mecanismos
alternativos de induccion de PD-L1. Por otro lado, Green y colaboradores
encontraron que las LCL expresaron niveles mas altos de las proteinas STAT
asociadas a JAK-3 y la inhibicién quimica de JAK3 disminuyo la expresion de
PDLA1. Estos hallazgos resaltan mecanismos alternativos de induccién de PD-
L1 mediada por JAK/STAT que pueden ser operativos en LHC VEB+. Se han
descrito bases moleculares adicionales de activacion de JAK en los LHC,
como mutaciones de SOCS-1 (Weniger et al., 2006), regulacion a la baja de
miR-135a (Navarro et al., 2009) y reordenamientos raros de JAK2 (Van
Roosbroeck et al., 2011). Los mecanismos adicionales de induccién de PD-
L1, activacion de AP-1 e infeccion por VEB amplian el grupo de LHC que
pueden ser susceptibles al bloqueo de PD-1. Ademas, otros estudios
demuestran que la activacién de AP-1 y la infeccion por VEB inducen la
expresion de dos moléculas inmunorreguladoras, galectina-1 y PD-L1, que
limitan las respuestas de células T antitumorales por mecanismos diferentes
y potencialmente complementarios (Armand et al., 2016; Juszczynski et al.,
2007; Ouyang et al., 2011; Rodig et al., 2008). Estos datos resaltan la
existencia de mecanismos sinérgicos dependientes de AP-1 de tumor,
evasion inmune y sugieren enfoques adicionales a la inmunoterapia dirigida
combinada. Por otro parte, la asociacién entre la infeccion por VEB y la menor
expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT podria explicarse por mecanismos
complejos aun no bien comprendidos pero que contribuirian al bloqueo de la
respuesta linfocitica inmunitaria, disminuyendo los linfocitos del MAT e
incrementando la expresion de PD-L1 (Biggi & Elgui de Oliveira, 2022; Ozturk
et al., 2020).

Finalmente, el interesante reporte de Ozturk y colaboradores definié pacientes
con LHC triple positivos (VEB, PD-L1 en HRS y PD-1 en linfocitos del MAT),

como pacientes de muy alto riesgo. Sus resultados mostraron que la SG se
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acortd significativamente en casos de LHC triple positivos, asociandose
ademas con enfermedad en estado avanzado, puntuacion IPS alta y mayor
compromiso extraganglionar (Ozturk et al., 2020). En la presente investigacion
no se realizd6 esta determinacion debido a posibles sesgos por la no
uniformidad de los tratamientos y por la poca casuistica. Aunque nuestros
resultados son similares a los encontrados en otros estudios en cuanto al
impacto pronéstico en SG de PD-L1 y PD-1 (Biggi & Elgui de Oliveira, 2022;
Green et al., 2012; Merryman & Reid, 2017; Ozturk et al., 2020; Paydas et al.,
2015; Sakakida et al., 2020), una nueva investigacion prospectiva, con mayor
numero de pacientes y mayor uniformidad en los tratamientos, confirmaria
nuestros hallazgos y evaluaria el valor pronéstico y predictivo de los LHC triple
positivos. Una utilidad practica de nuestros hallazgos es el hecho peculiar de
que todos nuestros casos expresan PD-L1 en las HRS. Este hallazgo podria
tener influencia en ensayos clinicos para evaluar la respuesta de tratamientos

inmunoldgicos con anti-PD-1 en los pacientes con LHC.
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CONCLUSIONES

1. Todos los casos de LHC estudiados presentaron expresion de PD-L1
en las HRS en porcentaje variable.

2. 81% de los casos con positividad de PD-L1 en las HRS tuvieron alta
expresion (50% o mas), no encontrandose asociacion de la expresion
de PD-L1 con la edad, sexo, SG o EC.

3. 75.9 % de los linfocitos del MAT tuvieron baja expresién de PD-1, no
encontrandose asociacion entre la expresion de PD-1 con el sexo, SG
o EC.

4. Hubo asociacion significativa entre el grupo etario de mayor edad con
nula o disminuida expresion de PD-1 en los linfocitos del MAT.

5. Hubo asociacion significativa de alta expresion de PD-L1 en HRS y nula
o disminuida expresiéon de PD-1 en los linfocitos del MAT con la

identificacion de VEB en las células HRS.
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RECOMENDACIONES:

1.

Teniendo en cuenta la buena respuesta de los tratamientos
inmunoldgicos con inhibidores de PD-1y PD-L1 en diversas neoplasias
malignas, asi como la elevada positividad de la expresion de PD-L1 en
la HRS de los pacientes evaluados, es recomendable determinar la
presencia de estas proteinas mediante IHQ en casos de LHC y realizar

un ensayo clinico con estos inhibidores.

. Esrecomendable determinar la presencia del VEB en los pacientes con

LHC teniendo en cuenta su rol en la desregulacién del eje PD-1/PD-L1.
Debe realizarse un estudio prospectivo de la expresion de PD-1 en los
linfocitos del MAT, PD-L1 en las HRS y VEB en la HRS en casos de
LHC, con mayor numero de casos y con tratamientos uniformes para
evaluar el impacto en la SG, la sobrevida libre de fallas, la respuesta al
tratamiento convencional y a la inmunoterapia con inhibidores de PD-1

y PD-L1, debiéndose identificar los casos de LHC triple positivos.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos
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Anexo 2. Anticuerpos para inmunohistoquimica y sonda para CISH-

EBER

Situ
cromogeénica)
/Polimeros.
Equipo
Autostainer
Link 48
(Agilent Dako)

Anticuerpo/Sonda | Marca/ Dilucién Método Recuperacion
Clona automatizado | antigénica
PD-L1 Vitro Master Listo para Polimeros. Tris EDTA, 20
Diagnostica/ | usar Equipo minutos
CAL10 Autostainer
Link 48
(Agilent Dako)
PD-1 Vitro Master Listo para Polimeros. Tris EDTA, 20
Diagnodstica/ | usar Equipo minutos
NAT 105 Autostainer
Link 48
(Agilent Dako)
Histo sonda EBER | Vitro Master | Listo para CISH No aplica
Diagnéstica / | usar (Hibridacion in
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Anexo 3. Aprobacion por el comité de investigacion del INEN

Sal ud

“DECENIO DE LA lGI.IiI.DAD DE OPOR'I'UNIM PARA "U.IERES "I' HOMBRES"
“ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLI

CONSTANCIA

Quien suscribe, extiende la presente constancia a:

Maria del Rosario Villa Robles

En la posicion de Investigador en el proyecto:

“EXPRESION DE PROTEINA DE MUERTE PROGRAMADA 1, SU LIGANDO, Y DEL
RNA DEL VIRUS EPSTEIN-BARR, EN LINFOMA DE HODKIN RELACIONADA AL
PRONOSTICO DE VIDA EN PACIENTES PERUANOS 2015 - 2018"

Aprobado por el Comité Revisor de Protocolos de Investigacién con el cédigo INEN 21-34.
Este proyecto se ejecuta en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas desde Julio
2021,

Sin otro particular, quedo de Ud.
Atentamente,
Lima, 11 de enero de 2023

CMP.
M.C. Ofelia Coanqui Go
Presidenta

de Invesﬁgau:iﬁn

CuofArchivo

65



