UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS

"DR. IGNACIO CHAVEZ"
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Tesis:

“RELACION DE MARCADORES PRONOSTICOS CON LA SUPERVIVENCIA
EN LOS PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE LINFOMAS DE CELULAS B
MADURAS DE ALTO GRADO”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS DE LA SALUD

PRESENTA:

MEDICO CIRUJANO Y PARTERO
ESPECIALISTA EN ANATQMIA PATOLOGICA
MORELOS VILLASENOR AGUIRRE

Direccion de tesis:

Doctor en Ciencias en Biologia Celular
Carlos Cortés Penagos

Morelia, Michoacan,
Septiembre 2018




El Comité Tutoral designado por la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo aprobo la tesis presentada por:

Médico cirujano y partero
Especialista en anatomia patoldgica
Morelos Villasefior Aguirre

Doctora en Ciencias Quimico-Biologicas
Martha Eva Viveros Sandoval
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Doctora en Ciencias Bioldgicas
Ana Edith Higareda Mendoza

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Médico Especialista en Hematologia
Sergio Cuin Macedo
Instituto Mexicano del Seguro Social

Doctora en Farmacologia
Annel Gémez Garcia
Instituto Mexicano del Seguro Social




Esta tesis fue realizada en el programa de posgrado
Maestria en Ciencias de la Salud de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
acreditado en el Programa Nacional de Posgrado de Calidad - CONACYT

como Programa Consolidado

ii



La presente investigacion se realizé en:
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas
Dr. Ignacio Chavez
Division de estudios de posgrado

Laboratorio de Biologia Molecular

Instituto Mexicano del Seguro Social
Hospital General Regional No. 1 Charo
Departamento de Hematologia
NUmero de Registro SIRELCIS R-2017-1602-15

iii



iv



Agradecimientos

A manera de un sencillo homenaje dedico este trabajo a mi familia, supongo que los éxitos no
son nada sin ellos, no tiene sentido llegar muy alto o muy lejos, si al final de la jornada no hay

con quien compartir dichos momentos.

A mis padres por su ejemplo, por su apoyo incondicional, por compartir su sabiduria.
Esperando sientan, por lo menos, una cuarta parte del orgullo que yo siento al decir que son
mis padres.

A mi esposa por su entereza en mis horas de ausencia, por siempre inspirarme, al ver el amor
y la pasién que les imprime a todos sus proyectos, pero sobre todo por siempre estar alli, a mi

lado.

A mis hermanos por ensefiarme que existen mil y una maneras de pensar, aun creciendo bajo
el mismo techo, demostrando que nos criaron con la libertad de escoger nuestros propios

senderos.

A la vida, también, gracias...



INDICE GENERAL

1. Introduccion
2. Marco Tedrico
2.1 Antecedentes
2.2 Linfoma Difuso de Células Grandes B
2.2.1 Marcadores en el Linfoma Difuso de Células Grandes B
2.3 Linfoma Burkitt
2.3.1 Marcadores en el Linfoma Burkitt
2.4 Linfoma "B"no Clasificable con Caracteristicas Intermedias entre
LDCGBy LB
2.5 Linfomas Doble Hit / Linfomas de Alto Grado
2.6 Indice Pronostico Internacional
2.7 Mutaciones de interés
2.7.1MYC
2.7.2 BCL6
2.7.3BCL2
2.7.4 P53
2.7.5 Ki67
2.8 Tratamiento
3. Justificacion
4. Hipotesis
5. Objetivo General
6. Objetivos Especificos
7. Material y Métodos
7.1 Tipo de Estudio
7.2 Disefio de Estudio
7.3 Universo de trabajo
7.4 Criterios de Seleccion
7.5 Criterios de no inclusion

© 00 ~N NN DN

10

11
12
13
14
14
18
19
20
20
21
22
23
23
23
24
24
24
24
24
25

vi



7.6 Criterios de exclusion
7.7 Variables de estudio
7.8 Periodo de estudio
7.9. Descripcion operativa
7.10 Inmunohistoquimica
7.11. Andlisis estadistico
7.12. Aspectos éticos

8. Resultados

9. Discusion

10. Conclusiones

11. Perspectivas

12. Bibliografia

25
25
25
27
28
31
31
32
38
41
42
43

vii



© 00 N o O A W DN

=
o

11

12

13
14
15
16
17
18

19

INDICE DE FIGURAS

Incidencia y mortalidad de linfomas a nivel mundial en
ambos sexos

Clasificacion de la OMS para neoplasias linfoproliferativas
Esquema de mutacion de MYC t(8;14)

Accion de TCF3 sobre MYC

Esquema de BCL6

Esquema de mutacion de BCL2

Obtencidn de material bioldgico del bloque de parafina
Ejemplos de laminillas de Inmunohistoquimica
Distribucion de la poblacién de estudio por genero y tipo
de linfoma

Macroarreglo de cortes histoldgicos para analisis
inmunohistoquimico

Fotomicrografia representativa de la expresion de los
marcadores de estudio

Prevalencia de la expresion de los marcadores BCL2, BCL6y

p53 en la poblacién de estudio

Clasificacion de la poblacion de estudio basado en el IPI
Asociacion del IPI con el tipo de entidad analizada
Fotomicrografia representativa de la expresion de p53
Expresion de Ki67

Sobrevida en pacientes con o sin expresion de BCL2 y BCL6

Sobrevida en pacientes con expresion de BCL2, BCL6, p53 'y

Ki67
Via de activacion de p53

15
17
18
20
28
28
33

33

34

34

35

35

36

36

37

40

viii



1
1l
v

Vi

INDICE DE TABLAS

Diferencias y similitudes de los linfomas de Células

B maduras de alto grado

indice prondstico internacional

Clasificacion Ann Arbor

Sobrevida y progresion de la enfermedad con respecto
al IPI

Variables utilizadas en el estudio

Clasificacion de la poblacion de estudio

13

14
14
14

26
32

ix



BCLU
CG
CHOP

CODOX-M/IVAC

CVAD

DA-REPOCH
DHL

FISH

IGH

IGL

IMSS

IPI

IVAC

LB

LDCGB

LNH

OMS
RCHOP
REAL
REPOCH
RHyper-CVAD

ABREVIATURAS

Linfoma de caracteristicas intermedias entre LB y LDCGB.

Centro germinal.

Ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona.

Ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, metrotexate, ifosfamida,
etoposido, cytarabina.

Ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, dexametasona.

Dosis ajustada de rituximab, etoposido, vincristina, ciclofosfamida,
doxorrubicina.

Deshidrogenasa lactica.

Hibridacion in situ con fluorescencia.

Cadenas pesadas de la inmunoglobulina.

Cadenas ligeras de la inmunoglobulina.

Instituto Mexicano del Seguro Social.

indice prondstico internacional.

Ifosfamida, etoposido, citarabina.

Linfoma Burkitt.

Linfoma Difuso De Células Grandes “B”.

Linfoma No Hodgkin.

Organizacion Mundial de la Salud.

Rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona.

Revision De La Clasificacion Europea y Americana De Neoplasias Linfoides.
Doble dosis de rituximab, etoposido, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina.
Ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, dexametasona, alternado con dosis

altas de metrotexate y citarabina mas rituximab.



RESUMEN
Introduccién. Algunas neoplasias linfoides llamados Linfomas de Alto Grado (Linfoma difuso de

células grandes B, Linfoma Burkitt y Linfoma no Clasificable de caracteristicas intermedias entre
Linfoma Burkitt y Linfoma Difuso de células grandes B / segun la clasificacion de la OMS 2008) pueden
presentar mutaciones de manera sincronica. Algunas de las mutaciones mas estudiadas son BCL2, BCL6
y p53. En otros paises se ha reportado que a mayor nimero de mutaciones estas neoplasias desarrollarian
un comportamiento mas agresivo, que requeriria de tratamientos farmacoldgicos més intensos. En
México no se realizan estudios moleculares, por lo que en este grupo de pacientes no se aplicaria el
tratamiento adecuado, aumentando las recaidas y disminuyendo la supervivencia. Objetivo. Demostrar
gue BCL2, BCL6, Ki67 y p53 son marcadores prondsticos directamente relacionados con la
supervivencia y con la respuesta al tratamiento de los pacientes con diagnéstico de linfomas de células
“B” maduras de alto grado en el IMSS. Metodologia. Se desarrollé un tipo de estudio descriptivo,
retrospectivo en el Hospital Regional del IMSS Morelia #1 donde se identificaron los pacientes con
diagnostico de linfomas de células B maduras de alto grado, que ingresaron al departamento de
hematologia, en el periodo que abarcé del 01 de enero del 2013 al 31 de diciembre 2015. Posteriormente
se acudié al departamento de anatomia patoldgica para solicitar el material biol6gico, se revisaron los
casos con apoyo del estudio de inmunohistoquimica. Los pacientes que cumplieron con los criterios
fueron sometidos a estudio de busqueda de alteraciones en BCL2, BCL6, Ki67 y p53, evaluandose por
expresion de proteinas, por técnica de inmunohistoquimica. Se analizo la sobrevida y recaidas de estos
pacientes durante minimo dos afios de evolucion de la enfermedad o hasta el deceso, se realiz6 un
analisis comparativo del indice prondstico internacional con la expresidn de dos o tres marcadores, con
respecto a la sobrevida y al nimero de recaidas de cada paciente, evaluando la respuesta al tratamiento.
Resultados; encontramos una disminucion en la sobrevida y aumento en nimero de recaidas de los
pacientes que presentaron la coexpresion de BCL2, BCL6, Ki67 elevado por arriba del percentil 85 y
disminucién de p53 por debajo del percentil 25. Conclusiones; se debe realizar estudios de
inmunohistoquimica para determinar la expresion de BCL2, BCL6, Ki67 y p53 a todos los pacientes
con diagndstico de Linfoma de Células “B” Maduras de Alto Grado y asi poder ofrecer el tratamiento

adecuado desde el momento del diagndstico.

Palabras claves: Linfomas alto grado - marcadores prondstico, sobrevida, respuesta a tratamiento,
mutaciones.
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ABSTRACT
Introduction: Some called High-Grade lymphoid neoplasm (Lymphoma, diffuse large cell lymphoma,

Burkitt Lymphoma, and B not Classifiable of characteristics intermediate between Burkitt lymphoma
and diffuse large B cell lymphoma / according to the World Health Organization classification 2008)
may have mutations synchronously. Some of the most studied mutations are BCL2, BCL6 and p53.
Other countries reported that the greater number of mutations these neoplasms the more aggressive
behavior, requiring more intense pharmacological treatments. In Mexico molecular studies on this type
of mutations, don't occur routinely in this group of patients do not apply the proper treatment, increasing
the number of relapses and decreases survival. Objective: demonstrate that BCL2, BCL6 and P53 are
prognostic markers directly associated with survival and response to the treatment of patients with a
diagnosis of lymphomas of mature "B" cells of high degree at Mexican Institute of Social Security.
Methodology: a kind of retrospective descriptive study was developed at the Regional Hospital of IMSS
Morelia #1 where patients were identified with diagnosis of lymphomas of mature B cells of high degree,
who have entered the Department of Hematology, in the period from January 01 2013 to December 31
2015. Subsequently a request to the anatomical pathology department will be sending biologic material
where the histopathological diagnosis took place, the cases were reviewed again with the support of the
study of Immunohistochemistry. Patients who met the morphological criteria to be considered a mature
B cells from High-Grade lymphomas were submitted to a study alteration in BCL2, BCL6 and p53 will
be evaluated by the expression of protein by immuno-Histochemistry technique, the co-expression of
BCL2, BCLS6, ki67 and p53 proteins were identified. The life and relapses of these patients were
analyzed for at least two years of evolution of the disease or even death, a comparative analysis of the
International Prognosis Index (IP1) of these patients with the presence of two or three mutations vas
carried on, with respect to the survival and number of relapses of each patient, evaluating the response
to different treatments to which they were subjected. Results: we found a decrease in survival and
increase in number of relapses in patients who presented the co-expression of BCL2, BCL6, 85
percentiles high above Ki67 and p53 below the 25-percentile decrease. Conclusions: molecular studies
must be realized to identify translocation of MYC and Immunohistochemistry to determine BCLZ2,
BCLS6, Ki67 and p53 expression to all patients with a diagnosis of Lymphomas Cells "B" mature in high

grade and be able to offer the right treatment since the moment of the diagnosis.

Key words: High-Grade lymphoid neoplasm - prognostic markers.
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1. INTRODUCCION

Linfoma es el nombre que se otorga a cierto grupo de neoplasias que se originan en el
sistema linfatico. Las dos grandes categorias en las que se clasifican para su estudio son: a)
Linfomas Hodgkin y b) los Linfomas No Hodgkin. Al rededor del 90% de las personas que
padecen un tipo de linfoma son de tipo No Hodgkin (LNH). (Walter John et al 2017).
Actualmente los linfomas LNH se han convertido en un problema de salud publica a nivel
mundial. (Labardini et al 2011). En México se ha detectado un incremento en la incidencia
de linfomas, algunos de ellos presentando un comportamiento clinico mas agresivo. En
diversas publicaciones se ha sugerido que este comportamiento mas agresivo pudiera estar
asociado a la presencia sincronica de multiples mutaciones somaticas, desencadenando asi
un proceso de acumulacion de defectos que conllevaria como producto final a la enfermedad
(Sietse M. A. et al 2011).

Actualmente la clasificacion mas aceptada, en este tipo de neoplasias, es la que establecid
la Organizacion Mundial de la Salud en el 2008, la cual estd basada en aspectos
morfologicos, inmunofenotipicos y genéticos. Es de interés particular estudiar mas a detalle
las caracteristicas de cierto tipo de Linfomas No Hodgkin, y que estan considerados dentro
de las neoplasias de células B maduras de alto grado, esto es, Linfomas Difusos de Células
Grandes B (LDCGB), los Linfomas Burkitt (LB) y los Linfomas No Clasificables con
caracteristicas intermedias entre LDCGB y LB (Swerdlow et al 2008). Resulta relevante
evaluar la presencia sincronica de multiples mutaciones somaticas, que pueden contribuir a

un comportamiento biolégico méas agresivo en este tipo de neoplasias.



2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

El lugar donde residen las células inmunes recibe el nombre de tejido linfoide y es alli donde
presentaran su transformacién a células inmunocompetentes. Estos tejidos linfoides se
dividen en dos grupos: tejido linfoide central y tejido linfoide periférico. La medula 6sea y
el timo constituyen los tejidos linfoides primarios o centrales, es en ese lugar donde se
llevaré a cabo el proceso de diferenciacion independiente de antigeno. En la medula 6sea se
generaran los linfocitos inmaduros B y T. Los linfocitos inmaduros de tipo T que fueron
generados en la medula 6sea, se trasladaran al timo, un érgano linfoide primario donde los
linfocitos T sufriran cambios de diferenciacion con un reordenamiento del gen del receptor
de la célula T (TCR) (Meledo y Mate 2015).

Se consideran organos linfoides periféricos a los ganglios, el bazo y el tejido linfoide
asociado a mucosas, en ellos, las células linfoides B y T tendran estimulacion antigénica y
presentara una diferenciacion dependiente de cada antigeno. El ganglio linfatico esta
constituido por una estructura como son foliculos linfoides con centros germinales. Las
células linfoides B inmaduras que provienen de la medula désea, junto con las células
presentadoras de antigeno (células dendriticas), formaran los foliculos primarios, que
carecen de centro germinal, al momento de recibir estimulacion antigénica, se producira su
expansion dando lugar a los foliculos linfoides secundarios, que se componen por un centro

germinal, una zona del manto y una zona marginal (Meledo y Mate 2015).

El centro germinal esta constituidos por dos tipos de células, los centroblastos, linfocitos
tipo B de tamafio intermedio a grande, con uno o varios nucléolos cerca de la membrana
nuclear, este tipo de células prolifera con gran rapidez, durante este proceso sufren un gran
numero de mutaciones en la region V del gen de las inmunoglobulinas, lo que se conoce
como hipermutacion somatica. A consecuencia de este complejo proceso, se consigue
aumenta la variabilidad de las inmunoglobulinas producidas, de tal manera que alguna
presentara mayor afinidad por el antigeno. Los centroblastos maduran a centrocitos que son
linfocitos de menor tamarfio con nucleo irregular, los cuales experimentaran un cambio de

isotipo de inmunoglobulina (de la expresion constante de la regidn de la cadena pesada de



las inmunoglobulinas), de forma que pasaran de ser IgM a IgG, IgA o en menor frecuencia
IgE (Meledo y Mate 2015).

Aquellos centrocitos que hayan perdido su afinidad por el antigeno, debido al proceso de
hipermutacion somatica, morirdn mediante apoptosis, mientras que mantuvieron una
afinidad se perpetuaran gracias las células dendriticas y las células T helper especificas de
antigeno del centro germinal. De manera mas externa se encuentra la zona del manto, la
cual contiene linfocitos inmaduros, los cuales entraran al centro germinal al ser estimulados
por un antigeno. Otros 6rganos linfoides periféricos como el bazo, el tejido linfoide asociado
a mucosa y los ganglios mesentéricos, contiene una zona ain mas externa a la zona del
manto, la cual es denomina la zona marginal, la cual contiene tanto linfocitos B de memoria

como linfocitos inmaduros (Meledo y Mate 2015).

Las neoplasias de células linfoides reflejan en buena medida los diferentes estadios de
maduracion de dichas células linfoides B, presentando caracteristicas morfoldgicas y de
inmunofenotipo. Gracias a esta similitud al estado de maduracidn de la célula que dio origen
se pueden clasificar los linfomas. Asi por ejemplo los linfomas del manto, la leucemia
linfocitica cronica o linfoma de células pequefias se cree que se originaron de los linfocitos
inmaduros de la zona del manto. Dentro del centro germinal se cree que derivan otras
neoplasias como son el linfoma folicular, el linfoma Burkitt, y algunos tipos de linfomas
difusos de células grandes By todos ellos se caracterizan por la expresion de CD10y BCL6.
El linfoma de Hodgkin, a su vez, deriva de una célula del centro germinal, que al igual que
los anteriores presenta una hipermutacion somatica de las inmunoglobulinas y por ultimo
los linfomas asociados a mucosas (MALT) y los linfomas de la zona marginal, se originan
de las células B de memoria de la zona marginal del ganglio linfatico. Mientras que las
neoplasias de células plasmaticas tendrian su origen de manera post germinal (Meledo y
Mate 2015).

Las neoplasias de células linfoides pueden tener una presentacion clinica en forma de
leucemia o de linfoma (afectando el ganglio linfatico o de manera extra ganglionar). La
OMS en su clasificacion del 2008 dividio las neoplasias linfoides en neoplasias de células
linfoides precursoras, neoplasias de linfocitos maduros B, T o NK, linfoma de Hodgkin y
enfermedades linfoproliferativas asociados a inmunodeficiencias. (Meledo y Mate 2015)



En México en el afio 2012, se registraron la presencia de 147,985 tumores malignos, que
correspondieron a una tasa de incidencia de 131.5/100 000. De los cuales los tumores més
frecuentes fueron el cancer de mama, préstata, cérvix y ubicado en la décima posicién por
frecuencia los Linfomas No Hodgkin (LNH) con 4632 muertes en ese afio. (Globocan)- Los
LNH se presentan con mayor frecuencia en adultos que en nifios y tienen un incremento
gradual con la edad, sobre todo a partir de la sexta década de la vida. La edad promedio en
que se presentan los LNH es entre 45 y 55 afios, presentando diferencias clinico-patoldgicas
importantes con los LNH de la infancia. En nifios la incidencia es rara y tiene un predominio
extra-ganglionar, con mayor frecuencia se presenta con inmunofenotipo B, entre un 50 y
70%, con presentacion agresiva y un porcentaje de curacion elevado hasta en un 90%. En
los adultos la incidencia es alta, de predominio ganglionar, entre 70% al 90% corresponde
a un fenotipo B, el curso clinico es variable y el porcentaje de curacidn puede alcanzar hasta
el 30%. (Romero et al, 2006).

Figura 1. Incidencia y mortalidad de linfomas a nivel mundial en ambos sexos.
(Tomado de International Agency for Research on Cancer)

Con base en el registro de Globocan (OMS) 2012, la tasa de incidencia mundial de LNH en
hombres fue del 6.0/100 000 y la tasa de mortalidad 3.1/100 000, en las mujeres las tasas de
incidencia y mortalidad mundiales fueron menores con respecto al hombre: 4.1/100 000 y
2.4/100 000 (Fig.1). Para México, los LNH con datos para hombres en incidencia y



mortalidad fueron 4.7/100 000 habitantes y 2.6/100 000 habitantes respectivamente y para
el género femenino un poco menor su incidencia (3.5/100 000 habitantes) y mortalidad
(2.0/100 000 habitantes) (International Agency for Research on Cancer).

Para poder realizar el diagnéstico debe obtenerse una biopsia excisional del tejido afectado
por la neoplasia y revisada por un especialista en anatomia patoldgica. Las biopsias por
aguja de corte suelen ser insuficientes, ya que en el 50% de los casos se ven limitadas en el
material obtenido y las biopsias por aspiracion de aguja fina Unicamente sugieren el
diagnostico de neoplasia maligna, pero no son definitivas para su correcta clasificacion. Es
rigurosamente necesario realizar estudio de inmunohistoquimica, para la correcta
clasificacion de las neoplasias, por lo menos con los marcadores CD3 y CD20, que
determinan si se trata de un linfoma de caracteristicas fenotipicas “B” o “T” ( Labardini et
al, 2011).

Actualmente existe una clasificacion que fue establecida en Francia en el afio 2008, por la
Organizacién Mundial de la Salud, para las neoplasias hematopoyéticas (Fig.2), entre ellas
los Linfomas No Hodgkin como; 1) neoplasias de precursores linfoides, 2) neoplasia de
células B maduras y 3) neoplasias de células maduras T y células Natural Killer. (Labardini
et al, 2011). Dentro de las neoplasias de células B maduras existen 3 tipos de linfomas, que
son de interés para el presente estudio, el Linfoma Difuso de Células Grandes B (LDCGB),
Linfoma Burkitt (LB) y el Linfoma No Clasificable con Caracteristicas Intermedias entre
Linfoma Burkitt y Linfoma Difuso de Células Grandes B (BCUL), ya que se ha sugerido,
que la presencia de maltiples anormalidades genéticas tiene implicaciones prondsticas en la

sobre vida y en el nimero de recaidas del paciente.

Es importante mencionar que estas tres entidades tienen terapias y abordajes diferentes. Es
de destacar la importancia de contar con una clasificacion certificada o aceptada de manera
mundial, lo cual se logr6 en el 2003 con la colaboracion de la Asociacion Europea de
Hematopatologia y la Sociedad Americana de Hematopatologia, con multiples
actualizaciones, la tltima en 2008, la cual esta basada en los principios de la REAL (Revised
European — American Classification of Lymphoid Neoplasms), esta clasificacion es



reconocida por las diferentes ramas de la medicina que intervienen el proceso de

diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad. (Swerdlow et al 2008)

Figura 2. Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud para neoplasias linfoproliferativas.
(Swerdlow et al 2008)

Un aspecto confuso de las neoplasias linfoides se refiere al uso de la terminologia de
leucemia y linfoma. El termino leucemia se usa para las neoplasias que se originan y afectan
de manera extensa la medula dsea, produciendo generalmente alteraciones en sangre
periférica. El termino linfoma se usa para las proliferaciones celulares neoplésicas
originadas en tejido linfoide (ganglionar o extra ganglionar). Originalmente a estos términos
se les consideraba de manera distinta, pero con el tiempo y un mayor conocimiento de la

enfermedad, ambas divisiones se han difuminado.

Muchas entidades denominadas “Linfoma” pueden expresarse con presentaciones
leucémicas y su evolucion a una leucemia no es infrecuente durante la progresion de
linfomas incurables. Y al contrario en ocasiones surgen tumores idénticos a las leucemias

en forma de tumores en partes blandas y que no necesariamente se acompafien por



enfermedad en medula dsea. En consecuencia, los términos leucemia y linfoma se limitan a
reflejar la distribucion tisular habitual de cada enfermedad.

Dentro del extenso namero de linfomas, el Linfoma Hodgkin (LH) se separa de todas las
demaés variantes, que constituyen el grupo de los linfomas No Hodgkin (LNH). (Kumar,
Abbs & Aster 2014).

2.2 Linfoma Difuso de Células Grandes B

El Linfoma Difuso de Células Grandes B (LDCGB) se reconoce como la forma mas
frecuente de Linfoma No Hodgkin y presenta un ligero predominio en varones. A nivel
mundial este tipo de linfoma constituye entre en 25 al 30% de los linfomas No Hodgkin que
afectan a los adultos, con una mayor prevalencia en paises industrializados. La edad media
de presentacion es en la séptima década de la vida, pero también puede ocurrir en pacientes
jévenes y con menos frecuencia en nifios. La etiologia es desconocida, puede ser secundario
a la transformacion de un linfoma menos agresivo (Linfoma Folicular, Leucemia Linfocitica

Crénica / Linfoma de Linfocitos Pequefios, Linfoma de la Zona Marginal).

Las inmunodeficiencias son consideradas como factores predisponentes. Este linfoma puede
surgir practicamente en cualquier parte del cuerpo con presentacién ganglionar o extra-
ganglionar. Las presentaciones extra-ganglionares comprenden tubo digestivo, piel, hueso,
cerebro, tejidos blandos, entre otros. La infiltracibn a medula Gsea es relativamente
infrecuente y aparece en etapas tardias de la enfermedad. Son considerados tumores
agresivos y sin tratamiento son mortales, con quimioterapia los pacientes alcanzan una

remision completa del 50%. (Swerdlow et al., 2008)

Actualmente las terapias anti CD20 (Rituximab) parecen mejorar considerablemente tanto
en la respuesta inicial como en el resultado global. (Kumar, Abbs & Aster 2014) En los
cortes histologicos se presenta como una neoplasia de linfocitos con células que exceden el
tamafio nuclear de un macréfago o mas de dos veces el tamafio de un linfocito normal, con
un patrén de crecimiento difuso, en mantos o laminas, el ndcleo puede ser grande
multilobulado, con nucléolos prominentes en ocasiones 2 0 3 por debajo de la membrana
nuclear. Este tipo de linfomas generalmente expresan un inmunofenotipo CD19, CD20
positivo y una expresion variable de CD10, BCL6 y MUML1 (Swerdlow et al 2008).



Los linfomas Difusos de Células Grandes B (LDCGB) se dividen en dos grupos por su perfil
de inmunohistoquimica; los de origen del centro germinal son positivos a CD10 y/o BCL6
y los de origen post centro germinal o células B activadas positivos a MUML1.

Segun algunas investigaciones indican que los LDCGB de origen post germinal con sobre
expresion de BCL2 y MUML presenta una disminucién considerable en la sobrevida (Muris
et al 2006). Es importante recalcar que existen pocos estudios en LDCGB en poblacion
pediatrica, en el 2008 un estudio en nifios demostrd un mejor prondstico y evolucion a pesar
de presentar un elevado indice de proliferacién celular con Ki67 del 83%, expresion de
proteina MYC del 84% y coexpresion de BCL2 del 28%, con un incremento en la
frecuencia de la expresion de fenotipo de origen del centro germinal (CD10 y/o BCL6), por
lo que al parecer los LDCGB en nifios tienen un comportamiento menos agresivo a pesar

de la coexpresion de diversas mutaciones. (Miles et al., 2008)

2.2.1 Marcadores en el Linfoma Difuso de Células Grandes B

MYC. Las diferencias entre Linfoma tipo Burkitt y LDCGB no son claras, ya que se ha
comprobado que algunos LDCGB presentan mutaciones en MYC (Humel et al., 2006).
Aunque en algunas ocasiones presentan morfologia similar y por esta razén son casi
indistinguibles, los perfiles de expresion genética son diferentes, por lo tanto, mientras el
Linfoma Tipo Burkitt se caracteriza por su elevad expresion de mutaciones en MYC, el
LDCGB presentara una expresion elevada de Factor de Histocompatibilidad Clase | y el
Factor Nuclear Kappa / Beta. (Sandeep et al., 2006). Las diferentes publicaciones reportan
que entre el 5-15% de los pacientes con LDCGB presentaran dos 0 mas mutaciones
sincronicas, generalmente MYC y BCL2, presentando un marcado predominio en varones,
con una edad media de 55 afios. (Le Gouill et al., 2007; Kanungo et al., 2006; Wang et al.,
2015)

BCLS6. Es frecuente que los LDCGB presenten alteraciones en BCL6, la cual es una proteina
transcripcional regulatoria, que se encuentra en el centro germinal y promueve la formacion
de dichos centros germinales. En los LDCGB se encuentra alterada ya sea como
consecuencia de la presencia de translocaciones en 3927 o asociado a mutaciones adquiridas
del gen promotor de BCL6 que anula la auto-regulacion. Se ha propuesto que ambos tipos
son secundarias a una acumulacion de mutaciones somaticas que dan lugar a la sobre

expresion de BCLS.



BCL2. Entre un 10-20% de estas neoplasias se asocia a la translocacion (14;18) que conduce
a la sobre expresion de BCL2, su papel como predictor en la sobre vida de los LDCGB es
controversial, ya que existen reportes que los pacientes con linfomas originados en el centro
germinal presentan translocacion t(14:18) y los de origen post germinal (con peor
evolucion) no presentan dicha translocacidn, pero presentaron una frecuencia elevada en la
amplificacion del cromosoma 18g21 (Activacién del Factor Nuclear Kappa / Beta) (Igbal et
al., 2006).

p53. Algunos estudios mencionan que cerca del 24% de los LDCGB son positivos para una
expresion de MYC y p53, encontrando valores estadisticamente significativos donde
presentaron una disminucion directa en la sobrevida, por lo que p53 también podria
considerarse un marcador pronoéstico (Wang et al. 2016)

2.3 Linfoma Burkitt

En 1958 un cirujano britanico Ilamado Dennis Burkitt describi6 por primera vez un tumor
que afectaba los huesos de la cara y el abdomen de un nifio en Africa. En un inicio fue
clasificado como un sarcoma, posteriormente la enfermedad fue identificada como Linfoma
no Hodgkin, con una caracteristica en particular de ser altamente agresivo, Ilamandolo
Linfoma de Burkitt. (Klapproth & Wirth, 2010). Este linfoma de comportamiento agresivo
tiene diversas presentaciones clinicas y puede manifestarse tanto en ganglios (linfoma), tipo
leucemia o extra-ganglionar, y como caracteristica peculiar expresar la translocacion del
gen c-MYC. Actualmente se identifican tres variantes de la enfermedad; a) endémico;
tipicamente afecta nifios en Africa y esencialmente todos estan infectados de manera latente
por el virus de Epstein Barr, que indicara que la infeccion precede a la transformacion

neoplasica, por lo que se demuestra la interaccién del virus con la enfermedad.

Se desconoce a detalle la fisiopatologia y la manera en que produce dicha transformacién a
linfoma, b) esporadico; la mayoria nifios y adolescentes alrededor del mundo y ¢) asociados
a inmunodeficiencia (VIH positivos), mostrando diferencias en la evolucion, caracteristicas
clinicas y morfologia. Histol6gicamente el tumor esta compuesto por una proliferacion de
celulas neoplésicas, monotonas, cohesivas, de tamafio mediano, con finos granulos en la

cromatina, dispersos y un citoplasma basofilo, con presencia entre dos a cinco nucléolos y



con un alto indice de proliferacion celular, con un tipico patron morfoldgico en cielo
estrellado, debido a la presencia de numerosos cuerpos tefiibles de los macrofagos. Se
postula que la célula de origen es la célula B activada del centro germinal o post-centro
germinal. (Swerdlow et al., 2008)

Los tumores asociados al Linfoma de Burkitt tipicamente expresan marcadores B (CD19,
CD20), muy frecuentemente CD10 y BCL6 y son uniformemente negativos para TdT
(marcador de células linfoides inmaduras, que se expresa en neoplasia de precursores

linfoides).

El alto indice de proliferacion celular se puede hacer evidente con la expresion de Ki-67 en
mas del 90% de las células neopléasicas. (Swerdlow et al., 2008) Esta es una enfermedad
muy agresiva pero muchas veces curable en las variantes endémicas y esporadicas. (Korac,
Dotlic & Dominis 2012).

2.3.1 Marcadores en el Linfoma de Burkitt

MYC. El linfoma Burkitt es el primer ejemplo en el que se demostrd que la alteracion del
gen MYC es responsable de la linfomagenesis (Klapproth & Wirth, 2010). La mutacion de
MYC es considerado un evento primario y se encontré una intima asociacion con la
infeccion por el virus Epstein Barr. En 1982 se descubrio la presencia de la translocacion
de MYC situado en la regién 8g24 con la translocacién t(8;14) (q24;932) causante de la
enfermedad y que presenta yuxtaposicion de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGH),
en el cromosoma 14 o0 menos frecuente con la cadena ligera del cromosoma 22 (IGL), como
resultado presenta una sobre expresion de la proteina MYC, que actla directamente como
un promotor de proliferacion celular. (Klapproth & Wirth, 2010) (Dalla-Favera, 1982) (Sup-
Park et al., 2005) (Le Gouill et al., 2007). Actualmente existen evidencias de que algunos
linfomas tipo Burkitt no presentan la translocacion de MYC, pero presentaban aumento en
el nimero de copias del gen o también pueden presentar aumento de miRNAs (hsa-mir-
34b). Los miRNAs son pequefios fragmentos de RNA que regulan la expresion de algunos
genes a nivel post transcripcional, dichos fragmentos podrian ser el origen de la neoplasia
en ausencia de mutaciones en MYC de los linfomas Burkitt (Thorley & Allday, 2008)
(Leucci et al., 2008).
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BCL2. Este marcador es usualmente negativo o raramente débil y positivo en una minoria

de células neoplésicas. (Swerdlow et al., 2008)

BCL6. Algunos autores sugieren que la presencia de BCL6 en los linfomas tipo Burkitt
presentan un mejor pronostico, con una disminucion en la mortalidad (Seegmiller et al,
2010)

p53. Los linfomas Burkitt también expresan mutaciones que inactivan p53, con lo cual
aumenta la frecuencia de las translocaciones en los linfocitos B del centro germinal del
ganglio. (Kumar, Abbs & Aster 2014)

2.4 Linfoma “B” no clasificable con caracteristicas intermedias entre LDCGB y LB

En el 2008 la OMS introduce en la clasificacion de linfoma, la categoria los Linfomas No
Clasificables de Caracteristicas Intermedias entre LB y LDCGB son linfomas B poco
frecuentes con un comportamiento agresivo en los que hacer la diferencia es muy complejo.
Entre sus factores prondsticos se incluyen mutaciones en MYC y BCL2 o la cooexpresion
de ambos. (Miyamoto et al., 2016). Es considerado un linfoma agresivo, que contiene
caracteristicas morfoldgicas tanto de Linfoma Difuso de Células Grandes B como de
Linfoma Burkitt, pero por razones de comportamiento clinico no se incluye en esas
categorias. La mayoria de estos casos presentan una histologia con caracteristicas
intermedias, con células mas pequefias que las que se presentan en el LDCGB o mas grandes
que las que se observan en el Linfoma Burkitt, con un indice de proliferacion elevado, en

ocasiones con un patron de cielo estrellado. (Swerdlow et al., 2008)

Algunos casos morfolégicamente se asemejan mas al Linfoma Burkitt pero difieren en el
inmunofenotipo o en sus caracteristicas genéticas. Este tipo de casos cuando presentan
caracteristicas morfolégicas de Linfoma Difuso Células Grandes B demuestran alteraciones
en MYC y cuando sus caracteristicas morfoldgicas son de Linfoma Burkitt no presentan la
alteracion en MYC y muestran expresion de BCL2. Algunos linfomas foliculares que sufren
transformacion a Linfoma Difuso Células Grandes B y pueden entrar en esta categoria.
(Swerdlow et al., 2008). En la actualidad parece que esta categoria tendera a desaparecer y
sera sustituida por el termino de: Linfomas de Alto Grado con Rearreglos en MYC, BCL2,
y/o BCL6, ya que se considera que los criterios para Linfomas No Clasificables de
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Caracteristicas Intermedias entre LB y LDCGB son muy vagos, no se pueden aplicar de
manera uniforme y su utilidad es limitada como categoria diagndstica. (Swerdlow et al.,
2016)

2.5 Linfomas Doble Hit / Linfomas de Alto Grado

A partir del afio 2010 comienza a utilizarse el término “Linfoma Doble Hit”, el cual aplica
a un grupo de tumores que se caracteriza por presentar translocaciones sincrénicas en MYC,
BCL2, y/o BCLS6.

También se ha relacionado a la presencia de mutaciones en p53, asociandolo como factor
de mal pronostico. (Qing et al., 2016) (Wang et al., 2016). Algunos tumores Unicamente
presentan sobre expresion de la proteina, pero sin presentar la mutacion y reciben el nombre
de Doble expresor de Linfoma (DEL). Para poder clasificar como DEL es necesario una
presencia mayor al 40% en la celularidad para MYC y mas del 50% para BCL2. En la
mayoria de los estudios la presencia de DEL tiene una evolucion peor que la del LDCGB
no especifico, pero no es tan agresivo como los linfomas doble hit (Linfomas B de alto grado
que presenta los re-arreglos en MYC, BCL2 y/o BCL6). (Swerdlow et al., 2016)

Los pacientes clasificados como linfomas Doble Hit / Linfomas de Alto Grado presentan un
comportamiento clinico mas agresivo, cariotipos complejos y un espectro de caracteristicas
patologicas que afectan LB, LDCGB y BCLU, que les confiere resistencia a las terapias
convencionales y que requieren trasplante de medula 6sea (Gustaaf et al., 2006) (Snuderl et
al., 2010) (Jaffe & Pittaluga, 2011) (Shaoying et al., 2016). Se ha demostrado en diversos
estudios que la sobre vida de los pacientes disminuye considerablemente, con una media de
6-8 meses, en los pacientes que presentan doble mutacion con expresion sincronica de
MYC, BCL2, BCL6 y/o p53. (Farinha et al., 2006).

Las mutaciones en MY C generalmente son diagnosticadas por técnica citogenética de FISH,
pero existen pruebas con marcadores por inmunohistoquimica en los que se encontro
relacion entre la tinciébn nuclear y citoplasmatica con los paciente que presentaron
mutaciones ya conocidas en MYC, es muy poca la informacion que se ha publicado sobre
la interpretacion de inmunohistoquimica, una de las limitantes encontradas es que solo
detecta la expresion de la proteina de MYC y no el aumento en el nimero de copias (Tapia
et al., 2011). En el afio 2008, Niitsu et al., realizaron un estudio sobre translocacion MYC
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y reporto que entre mayor sea el indice pronéstico internacional (IP1) que presenten los
pacientes, mayor sera la frecuencia de encontrar alteraciones en MY C (Niitsu, Okamoto &
Miura, 2008).

2.6 Indice pronostico internacional (IPI)

El 1993 se determin6 que ciertos criterios clinicos que podrian influir en el prondstico y
desenlace de los linfomas No Hodgkin, este conjunto de datos clinicos alun permanece
vigente.

Los criterios son muy claros y son los siguientes; edad del paciente al momento del
diagnostico, niveles séricos de la Deshidrogenasa Léactica, afeccion de sitios extra
ganglionares, estatus del paciente (desde asintomatico a postrado en cama por la
enfermedad), asimismo también estos criterios toman en cuenta la clasificacion de Ann

Arbor que clasifica al paciente segun la localizacion de ganglios afectados a un solo lado

del diafragma o de ambos lados. (Shipp et. al., 1993).

Tabla I. Diferencias y similitudes de los Linfomas de Células B Maduras de Alto Grado.

Caracteristica

Morfologia
celular
Proliferacion
(Ki67/MIB-1)
Expresion de
BCL2

Otros
marcadores

Mutaciones en
MYC

Alteraciones
cromosémicas

Inactivacion p53

LDCGB

Tamario grande
Multilobulada
<90%

Poco frecuente
CD19, CD120
BCL6
CD10 centro germinal

MUM1postcentro germinal
Raro

No identificadas

ND

BCLU
Tamafio mediano

>90%
Poco frecuente
CD19, CD20,
CD33, CD10

BCL6 expresion variable

Frecuente

MYC y BCL2 en el 50%

ND

LB

Tamarfio mediano
patrén es cielo estrellado
>90%

Generalmente negativo

CD19, CD20,
CD22, CD10,
BACLSG, IgM

Presente 90% de casos

t(8;14) [80%]
t(2;8) [15%]
t(8;22
Positiva

ND. No determinado de forma especifica
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Tabla Il. indice prondstico internacional.

IPI IPI ajustado a la edad

Edad > 60 afios Enfermedad avanzada (Ann Arbor)
lolVv

Enfermedad avanzada (Ann Arbor) DHL aumentada

lolVv

Compromiso extraganglionar >1 sitio | Performance estatus ECOG >2
DHL aumentada

Performance estatus ECOG >2

Tabla 111 Clasificacion Ann Arbor.

Estatus Definicion
0 Asintomatico
1 Sintomatico deambulando
2 Sintomatico en cama <50%o del dia
3 Sintomatico en cama >50%o del dia
4 Postrado

Tabla V. Sobrevida y progresion de la enfermedad con respecto al IPI.

IPI estandar
Grupo de riesgo Score IPI Progresion libre de Sobrevida global a 4 afios
enfermedad a 4 afios (%) (%)
Bajo 061 85 82
Bajo intermedio 2 80 81
Alto intermedio 3 57 49
Alto 4,5 41 59

2.7 Mutaciones de interés

2.7.1MYC

Es un factor de transcripcion que controla la expresion de muchos genes: regulacion del
ciclo celular, metabolismo, reparacion del ADN, respuesta al estrés, sintesis de proteinas y
re-arreglos de micro RNA (miRNA) con su expresion. La expresion de MYC en la region
del centro germinal es muy baja, en comparacion con los linfocitos B de memoria, post-
centro germinal. Esta baja expresion se cree podria proteger contra procesos de inestabilidad
en el centro germinal del ganglio linfatico. (Sietse et al., 2011). Ademas, es un regulador
directo de ciertos genes que afectan la proliferaciéon y crecimiento celular implicados en el
control de una compleja red de microRNAs y mediadores apoptoticos.



Entre las funciones del gen MY C promueve la progresion GO/G1 a la fase S del ciclo celular,
activando factores de regulacion del ciclo celular (ciclina D1, CDK4 o E2F1) y la inhibicion
de inhibidores de quinasa dependientes de ciclina (Cyclin-dependent- kinase) como p21. En
cuanto a los procesos de apoptosis el gen actla estabilizando la proteina proapoptética p53,
y de forma indirecta, inhibe proteinas antiapoptéticas como BCL2. Respecto a la
diferenciacion celular se observo que la regulacion negativa de MYC permite la salida del
ciclo celular y su posterior diferenciacion (Tapia & Mate 2015).

La transformacion maligna de MYC fue identificada en un inicio en lineas celulares de
modelos animales transgénicos, de cualquier manera, se ha demostrado que por si sola la
mutacion de MY C no es causa suficiente para producir linfomas, se han encontrado niveles
muy bajos de la t(8;14) en individuos sanos, indicando que la presencia de la translocacion

per se no es causa suficiente para producir linfomas.

Figura 3. Esquema de la mutacion de MYC t(8;14).

MYC es un factor de transcripcion que forma heterodimeros relacionados con la proteina
MAX que une las regiones promotoras y modula la expresién de ciertos genes con
coactivadores y represores especificos. La activacion transcripcional de MYC es mediada
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por la unién de la histona acetil transferasa CBP/p300 y TIP60/gcn5 o por el factor de

transcripcion P_TEFb, entre otros.

Las funciones celulares que controla MYC incluyen: proliferacion y crecimiento celular,
replicacion de DNA, biosintesis de proteinas y la regulacion del metabolismo. MYC
promueve la transicion de fase G 0/1 a la fase S, activando directa e indirectamente la
expresion de CCND2 y CDKs vy la regulacion de algunos inhibidores del ciclo celular. La
red transcripcional de MYC incluye la regulacion directa de un gran nimero de miRs con
funciones oncogénicas de supresion tumoral. EI miR17-92 polycistron en 13931 esta
comunmente amplificado en varios subtipos de linfomas y su funcién oncogénica esta
mediada por una parte por regulacién de PTEN, TP53 y E2F1, facilitando la activacion de
PI3K/AKT e inhibiendo la apoptosis respectivamente.

MYC inhibe multiples miRs, con funciones de supresion tumoral, por reclutamiento de
HDACSs. Estos miRs tienen diferentes funciones, incluyen miR15a/16-1, miR26a, miR29, y
mMiR34, que tiene la capacidad de inhibir neoplasias por medio de apoptosis (miR15/16-1y
miR34 actuando sobre BCL2 y TP53 respectivamente), funciones de proliferacion (miR29
que acttia sobre CDK®6), o de diferenciacion celular (miR26a que actta en EZH2). MYC no
actlia uniéndose a genes silenciadores, por lo tanto, actia como un activador de un programa
de transcripcién preexistente. Esta funcion de MYC nos puede ayudar a comprender el
aumento en la agresividad de los tumores asociados a las alteraciones en MYC y pueden

ofrecer una nueva perspectiva para terapias nuevas

Regulacion de MYC en las Células del Centro Germinal

Es importante mencionar que en ciertas zonas del ganglio puede expresarse MYC en una
pequefia subpoblacion que se encuentra en la zona mas clara en el centro germinal del
foliculo linfoide y que es considerada la de mayor proliferacion celular. BCL6 es el
regulador directo de MYC, esta relacion esta intimamente asociada a la formacion de la
zona obscura del ganglio germinal y expansion de la proliferacion de centroblastos.
Ademas, MYC se vuelve a expresar un subconjunto de células activadas en la zona clara
que son reguladas por NF-kB y la expresion de IRF4, donde BCL6 no participa, esta
regulacion de MYC es dependiente de la interaccién con células T. En la zona clara donde
se encuentran las células positivas para MYC corresponde a una subpoblacion de células B
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con alta afinidad para receptor de célula B (BCR), preparandose para entrar a la zona
obscura, antes de proliferar, es en este punto donde se pueden promover diferentes
mutaciones somaticas en |G, asi perpetuar la reaccion del centro germinal (CG). La
molécula de BLIMP1 promueve la diferenciacion y programacion plasmatica, reprimiendo
la expresion de MYC y provocando la ausencia de MYC en la zona obscura. Estudios
genéticos recientes donde se aislaron células de la zona obscura del centro germinal y
celulas pertenecientes a la zona clara, por lo cual se identificaron diferentes factores

transcripcionales.

TCF (E2A), es un potente factor de transcripcion y que tiene una expresion elevada en la
zona obscura del centro germinal, interesantemente este factor tiene una accion negativa en
MY C inhibiendo D3 (fig4). Aparentemente, estos elementos tienen autorregulacion que
controlan la transcripcion entre las células de la zona obscura y las células de la zona clara.
Controversialmente, la mayoria de los tumores se originan en células que no expresan
proteina de MYC. Los eventos oncogenicos permiten que MY C abandone la regulacion y
efectos inhibitorios fisiologicos tanto de BCL6 en el centro germinal, como de BLIMP1 en
la porcion terminal de la diferenciacion a células B (Ott, Rosenwald & Campo 2013).

A

Light zone

Dark zone

Ki-67 expression

Figura 4. Accion de TCF3 sobre MYC. TCF3 realiza accion negativa en MYC inhibiendo ID3. A.
TCF3 modula la proliferacion de centros germinales, ayudando a la sefializacion de BCR y PI3K
modulando la sobrevida celular. B. Linfoma Burkitt puede padecer diferentes mutaciones que acttan
en la via de TCF3 alterando MYC. (Tomado de Cai, Medeiros, XU, Young 2015)
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2.7.2 BCL6

Es indispensable para la formacion de centros germinales, considerado dedo de zinc, como
factor de transcripcion con un dominio BTB-POZ y N-terminal. Alrededor del 30% de los
linfomas contienen varias translocaciones que tienen en comun un breakpoint en el gen
BCLS6, localizado en el cromosoma 327, una posiciéon muy lejana de los cromosomas. Fig.5
(SulimanBA, Xu D, Williams 2012)

Figura 5. Esquema de BCL6. Localizacion cromosomica del gen BCL6 (A). Estructura de la proteina
BCL6 expresada en dominios, se incluye el correspondiente al dedo de zinc, asi como el dominio
BTB-POZ (modificado de Suliman BA, Xu D, Williams 2012).

BCL6 se expresa débilmente en muchos tejidos, pero de manera muy marcada en las células
B del centro germinal. Se demostrd la importancia de BCL6 en la formacion del centro
germinal del ganglio, ya que en ausencia de este no se producen dichas estructuras, como
se logré demostrar en un experimento con ratones que se produjo una deficiencia de BCL6.
Es un factor importante como inhibidor de muchos factores que involucran la apoptosis,
como son BCL2, TP53, IRF4 y BLIMP1.

En modelos animales como el raton, se reprodujeron las alteraciones en la regulacién de la
expresion de BCL6, provocando enfermedades linfoproliferativas que semejaban a un
linfoma difuso de células grandes B. Solo la mitad de las translocaciones que afectan BCLS,
afectan de manera simultanea el locus IG. Las translocaciones en BCL6 se pueden encontrar
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hasta en 30 a 40% en LDCGB, también algunos linfomas foliculares, hasta en los linfomas
de la zona marginal. Otras de las cualidades que posee es silenciar o inactivar p53 “el
guardian del genoma”. Esta actividad anti p53 inhibe la activacion de mecanismos de
reparacion del ADN en los linfocitos B del centro germinal que sufren de la mutacion
somatica. (Sietse et al., 2011).

2.7.3 BCL2

Fue descrito por primera vez en 1980 y se caracteriza por la t(14;18) en el linfoma folicular,
se descubrid que tiene potentes funciones antiapoptoticas, regulado e inhibido por BCL6.
Cuando ocurre la t(14;18) las transcripcion de BCL2 se desregula con un alta actividad en
la transcripcion del alel6 de BCL2 traslocado fig.6.

Aparentemente esta alteracion es insuficiente para causar el linfoma folicular, dado que se
demostrd en ratones transgénicos que la presencia de la mutacion por si sola no genera
linfomas. (Sietse et al., 2011). BCL2 estéa localizado en el gen 18g21, es un gen que codifica
una proteina dentro de la membrana mitocondrial que actia como guardian antiapoptosico.
Existen dos isoformas de proteinas que difieren ligeramente, estas diferencias hacen que
interactlien con proteinas Bad y Bak, sugiriendo que BCL2 tiene dos caminos para producir
sus efectos antiapoptéticos. Esta misma translocacién luego fue encontrada en el linfoma
difuso de células grande B, linfoma cutdneo de la zona marginal, leucemia linfocitica

cronica, linfoma esplénico de la zona marginal.

En todas estas entidades IGH/BCL2 son responsables por la expresion de la proteina BCL2.
Se ha encontrado la presencia de esta alteracién en individuos sanos, por lo que se piensa
que es solo un paso de muchos para el desarrollo de linfomas. Por lo que la OMS ha
recalcado la importancia de una clasificacion para linfomas que presenten el sincronismo

de dos alteraciones genéticas o més. (Korac, Dotlic & Dominis, 2012)
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Figura 6. Esquema de la mutacién en BCL2. (tomado de Disha Rathi 2017)

2.7.4 p53

Es un factor de transcripcion inhibidor de crecimiento y favoreciendo apoptosis que
responde a varios estimulos, entre ellos el dafio al DNA, estrés y activacion oncogénica. La
inactivacion de p53 o de su via de sefializacion, es una caracteristica frecuente en tumores
humanos y se puede correlacionar con el incremento de malignidad, disminucion en la sobre
viday resistencia al tratamiento (Martins, Brow-Sigart & Evan, 2006). Se ha observado que
los linfomas Burkitt también expresan mutaciones que inactivan p53, con lo cual aumenta
la frecuencia de las translocaciones en los linfocitos B del centro germinal del ganglio.
(Kumar, Abbs, Aster 2014).

2.7.5 Ki67

Es considerado un marcador de proliferacion celular, descrito por primera vez en 1983. Es una
proteina nuclear, expresada en G1, S G2, no detectable me GO. MIB1 es el anticuerpo que se
utiliza para demostrar la presencia de Ki67, actualmente es considerado un factor prondstico en
cancer de mama, como biomarcador de la eficacia del tratamiento, midiendo el porcentaje de

proliferacion celular de las neoplasias, determinando un indice de crecimiento tumoral.
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2.8 TRATAMIENTO

Linfoma Difuso de Células Grandes B

Segun las guias de tratamiento publicadas por “National Comprehensive Cancer Network”
en el Linfoma Difuso de Células Grandes B se debe aplicar como primera linea de
tratamiento radioterapia mas RCHOP (rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristna,
prednisona) puede ser de 3 a 6 ciclos dependiendo de las caracteristicas clinicas. (Zelenetz
et al, 2014)

Linfoma Burkitt

Algunos estudios mencionan que el uso de quimioterapia intensa combinada con Rituximab
puede mejorar la sobre vida y el periodo libre de enfermedad, este tipo de neoplasias no
responden a tratamiento con CHOP, el esquema que mejor resultados a presentado fue DA-
EPOCH-R (Dosis Ajustadas de etoposido, prednisona, vincristina, ciclofosfamida,
doxorubicina mas rituximab). La terapia presenta toxicidad elevada con mielosupresion y
otras complicaciones. (Jacobson & LaCasce 2014). También puede aplicarse
RHyperCVAD (ciclofosfamida, vincristina, doxorubicina y dexametasona) alternando con
dosis altas de metrotexate y citarabina mas rituximab (este régimen incluye terapia

intratecal)

Linfoma no de clasificable de caracteristicas intermedias entre LB y LDCGB

Para este tipo de linfoma el tratamiento recomendado es muy parecido al linfoma tipo
Burkitt y se indica como primera linea DA-EPOCH-R con otras opciones como son
RHyperCVAD y como Ultima alternativa tenemos R_CODOX_M/R_IVAC (rituximab,
ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina con metrotexate/ifosfamida, etoposido y
citarabina). La terapia con RCHOP ha sido asociada a una menor respuesta y mayor nimero

de recaidas.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad no se ha registrado ninguna bibliografia que identifiqgue en México la
presencia de mutaciones somaticas en pacientes adultos con los diagndsticos de Linfoma
Burkitt (LB), Linfoma Difuso de Células Grandes B (LDCGB) y el Linfoma no clasificable
con caracteristicas intermedias entre Linfoma Burkitt y Linfoma Difuso de Células Grandes
“B” (clasificacidn de la OMS 2008), que son considerados linfomas de células B maduras
de alto grado. Este estudio busca demostrar una relacion entre la supervivencia de los
pacientes y el nimero de recaidas durante el tratamiento en pacientes que presenten
diagnostico de LB, LDCGB o Linfoma no clasificable con caracteristicas intermedias entre
LB y LDCGB, que presenten de manera sincronica la sobre expresion de proteinas como
BCL2, BCL6 y/o p53, y expresion de mutaciones en MYC para que se apliquen medidas
terapéuticas adecuadas y mas agresivas y en caso de demostrarse esta asociacion con un mal
prondstico considerar cuidados paliativos, para no deteriorar la calidad de vida de los
pacientes. La presencia de dicha mutacién y la sobre expresion de proteinas, puede significar
un parametro importante para una futura clasificacion molecular con dichas neoplasias,
pudiendo traducirse en factores prondstico y decisiones terapéuticas en beneficio de los
pacientes.
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4. HIPOTESIS

La coexpresion de p53, BCL2, BCL6 y Ki67 en las células neoplasicas confiere resistencia a
los tratamientos convencionales en pacientes IMSS con diagnostico de LDCGB, LB y UBCL.

5. OBJETIVO GENERAL
Demostrar la presencia en la sobre expresion de BCL2, BCL6, p53 y Ki67 como marcadores

prondsticos directamente relacionados con la supervivencia de los pacientes con diagnostico

de linfomas de células “B” maduras de alto grado.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar una base de datos con los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion.

2. Determinar la expresion de las proteinas de ki67, BCL-2, BCL-6 y/o p53 por
inmunohistoquimica en células neoplésicas.

3. Estimar el valor pronostico de la expresion sincrénica de ki67, p53, BCL2 y/o BCLS6,
evaluando el impacto en la sobre vida y el estado de salud actual en los pacientes

seleccionados.

4. Realizar estudio comparativo del valor pronostico del indice Prondstico internacional
(IP1) en relacion con la expresion sincronica de BCL2, BCLS6, ki67 y p53
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Se realizo un estudio observacional, transversal, retrospectivo y comparativo.

7.2 Disefio del estudio

Estudio retrospectivo observacional, comparativo para investigar la asociacion entre los
marcadores prondsticos con la supervivencia y la repuesta a tratamiento

Para el estudio se formaron 3 grupos de pacientes: Grupo A (Linfoma Burkitt.); Grupo B
(Linfoma Difuso de células grandes B) y Grupo C (Linfoma no Clasificable entre Linfoma
Burkitt y Linfoma Difuso de Células grandes B)

7.3 Universo de trabajo
Para todos los grupos se recolectaron bloques de parafina y laminillas del archivo del

departamento de patologia del Hospital Regional #1 del IMSS en Charo, Michoacan.

7.4 Criterios de seleccion

Se incluyeron bloques de parafina y laminillas con:

a) Diagnostico previo de Linfoma de Alto grado (Linfoma Difuso de Células Grandes B,
Linfoma Burkitt y Linfoma No Clasificable entre LB y LDCGB).

b) Expedientes clinicos con los siguientes datos: edad, sexo, indice prondstico
internacional, tratamiento, periodo libre de enfermedad y en caso de presentar recaida a
los cuantos meses de diagndstico se presento.



7.4 Criterios de no inclusion

a) Linfoma Hodgkin

b) Linfoma B considerados de bajo grado
c) Linfomas T y de células Nk

7.6 Criterios de exclusion
Bloques de parafina no localizables o expediente clinico incompleto

7.7 Variables del estudio

Variables Independientes:

a) Presencia de mutacion en MYC

b) Expresion de BCL2

c) Expresion de BCL6

d) Expresion de p53

Variables Dependientes:

e) Respuesta a tratamiento y sobre vida

f) Indice pronostico internacional (IPI)

7.8 Periodo de Estudio
Bloques recibidos de 01 de enero del 2013 al 31 de diciembre del 2015.
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Variable

Edad

Sexo

IP1 al
momento del
diagnostico

Clasificacién
Ann Arbor

Resultado
Histopatologi
co

Esquema
guimioterapi
a

Evolucién del
paciente a
partir del
diagnostico
hasta dos
anos

Periodo libre
de
enfermedad

Tabla V. Variables utilizadas en el estudio.

Definicién conceptual

Término que se utiliza
para hacer mencion del
tiempo que ha vivido
una persona

Se refiere al término
masculino o femenino,
de la persona que
participa en el estudio.
Clasificacion
pronostica, que predice
la evolucién y duracion
de los linfomas,
dividiéndolos en
linfomas de bajo y alto
grado

Sistema de
clasificacion segin los
sitios que afecta el
linfoma

Con base en la
morfologia y
reacciones antigeno-
anticuerpo en estudio
de
inmunohistoquimica.

Tratamiento
farmacoldgico y la
respuesta.

Revisar la evolucion
del paciente en el
expediente clinico

Término que se utiliza
para hacer mencion al
tiempo que ha vivido
una persona sin
enfermedad después
del tratamiento.

Definicién
operacional

Cifra obtenida de la
historia clinica
expresada en afios.

1: Masculino
2: Femenino

Riesgo bajo
Riesgo bajo
intermedio

Riesgo alto
intermedio

Riesgo alto

Etapa |
Etapa Il
Etapa Il
Etapa IV

Linfoma Burkitt
Linfoma no
clasificable entre LB
y LDCGB
Linfoma Difuso de
Células Grandes B

CODOX-M/IVAC
CVAD
DA-REPOCH
IVAC
REPOCH
RHyper-CVAD
CHOP
RCHOP

Vivo con enfermedad
Vivo sin enfermedad
Muerto

Cifra obtenida de la
historia clinica
expresada en meses.

Tipo de
variable

Cuantitativa
Discreta

Categorica

Cualitativa

ordinal

Cualitativa
ordinal

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
Discreta

Unidad de medida

Afos cumplidos

Masculino o
Femenino

Estadio Ann Arbor
Edad >60
Elevacién DHL
Dos 0 mas sitios
extraganglionares
afectados

Afecta solo una
region ganglionar
Afecta de 2 0 mas
regiones
ganglionares
Afecta de regiones
ganglionares en
ambos lados del
diafragma

Afecta diseminada
de uno o més
organos
extralinfaticos

CD20, BCL2,
BCL6, MUML,
Ki67

Periodo libre de
enfermedad

supervivencia

Vivo con
enfermedad
Vivo sin
enfermedad
Muerto

Meses cumplidos
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Ki67

BCL2

BCL6

P53

Es un factor con
potentes funciones
antiapoptoticas

Importante como
inhibidor de muchos
factores que involucran
la apoptosis

factor de transcripcion
inhibidor de
crecimiento y
favoreciendo apoptosis
que responde a varios
estimulos

7.9 Descripcion operativa

Se solicitaron al Hospital Regional del IMSS de Charo el acceso a la base de datos del
departamento del departamento de Hematologia para localizar a los pacientes con
diagndsticos de Linfoma Burkitt, Linfoma Difuso de Células Grandes B y Linfoma no

clasificable con caracteristicas intermedias entre Linfoma Burkitt y Linfoma Difuso de

Células Grandes B.

Posteriormente se localizaron los expedientes de estos pacientes y se extraeran los siguientes

datos:

a) Sexo del paciente.

b) Edad al momento del diagndstico.

c¢) Indice de IPI.
d) Tiempo que presenta la enfermedad en meses desde el momento del diagnéstico.

e) Evolucion de la enfermedad.

f) Tratamiento quimioterapéutico.

Valoracion al
microscopio

Valoracion al
microscopio

Valoracion al
microscopio

Valoracion al
microscopio

g) Remision o recaidas (nimero y tiempo).

h) Diagnostico histopatoldgico.

i) Diagndstico apoyado en el estudio de inmunohistoquimica.

Dicotémica

Dicotémica

Dicotémica

Dicotémica

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo

Positivo
Negativo
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Al tener el numero total de biopsia se acudi6 al departamento de Anatomia Patolégica del IMSS
Hospital Regional #1 para solicitar los bloques que contuvieran el tejido donde se realizo el
diagnostico.

Se revisaron nuevamente las laminillas para corroborar diagnosticos y que coincidan con la

patologia descrita en los reportes histopatoldgicos.

Figura 7. Obtencidn de material biolégico del bloque de parafina originalmente elaborado
De cada uno de los blogues se tomaron fragmentos representativos y se agruparon en un solo
bloque, para realizar estudios complementarios.

Se realizaron marcadores por inmunohistoquimica de CD20, BCL2, BCL2, p53 y Ki67.

CD20 BCL2 BCL6 p53 Ki67

Figura 8. Ejemplos de laminillas de Inmunohistoquimica.

Una vez recopiladas estas laminillas se procedié a determinar mutacion de MYC, se realiz6
con estudio de Hibridacion in situ por fluorescencia (FISH, por siglas en inglés).

7.10 Inmunohistoquimica
La inmunohistoquimica es una técnica que combina la histologia con la inmunologia, basada
en la determinacién de antigenos celulares (su presencia y localizacion microanatomica) a

través del reconocimiento antigeno-anticuerpo. Estos antigenos también son denominados
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marcadores (Herrera-Arias y Diaz-Cardona, 2011). Esta técnica permite la realizacion de
estudios retrospectivos para recuperar diagnosticos de enfermedad de interés epidemiolédgico
con altos niveles de sensibilidad y especificidad (Jurado et al. 2012).

Para visualizar el lugar donde se produce la reaccion antigeno-anticuerpo se emplea un
marcador, en este caso, se realiz6 mediante técnicas inmunoenzimaticas indirectas utilizando
una fase no inmunoldgica utilizando un complejo de avidina y un marcador enzimatico con

sitios de union a ella (complejo adivina-biotina).

Para el proceso de inmunohistoquimica, se realizaron cortes tisulares de 2 um, las cuales fueron
colocados en laminillas de vidrio electrocargadas, desparafinadas a 70°C, posteriormente en
xilol e hidratados por pasajes en concentraciones crecientes de alcohol. Se realiz6 una

recuperacion antigénica mediante calor, sometiendo las laminillas a 95 C durante 15 minutos.

Una vez que las laminillas se encuentran a temperatura ambiente, se realiz6 el blogueo de la
peroxidasa enddgena con un reactivo para tal fin, con tiempo de reaccion de 5 minutos.
Posterior al bloqueo, se realizaron tres incubaciones, inicialmente con los anticuerpos primarios
de interés (BCL2, BCLS6, Ki67 y p53) durante 60 minutos, seguidos del anticuerpo secundario
(anticuerpo biotinizado) durante 20 minutos y finalmente con el complejo adivina-biotina
durante 20 minutos. La reaccion fue revelada con Diaminobenzidina (DAB) exponiendo los
tejidos durante 5 minutos. Una vez transcurrido este tiempo los tejidos fueron contracoloreados
con Hematoxilina de Harris durante 1 minuto, lavados con agua corriente, sumergidos en una
solucidn de carbonato de litio durante 3 segundos y finalmente deshidratados y montados para
su observacion en el microscopio. Como control positivo se utilizé tejido linfoide, el cual se
conoce que produce reaccion positiva con los anticuerpos de eleccidn, el cual fue valorado junto

con los casos de estudio.

PROTOCOLO PARA LA REALIZACION DE INMUNOHISTOQUIMICA
UTILIZANDO EL SISTEMA DE BIOTINA
1. Realizar cortes de los tejidos a 2 micrometros, utilizando laminillas inmunocargadas para
montar los tejidos.
2. Desparafinar las laminillas en estufa a 60 °C durante 45 minutos.
3. Eliminar el exceso de parafina sumergiendo las laminillas en Xilol durante 5 minutos.

Repetir dos veces.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22,
23.

24

Realizar la hidratacion de los tejidos haciendo pasar las laminillas varias veces por
alcoholes con concentraciones descendientes (100%, 96% y 70%).

Lavar con agua destilada.

Colocar las laminillas en solucion de recuperacion y realizar la recuperacion de antigenos
en autoclave u olla de presidn eléctrica durante 10 minutos con la temperatura mas alta
posible.

Permitir que las laminillas se enfrien, sin sacarlas de la solucion de recuperacion.

Una vez que las laminillas estén a temperatura ambiente, montarlas en el Rack para iniciar
el procedimiento con anticuerpos.

Realizar la inhibicion de la peroxidasa endégena con solucién de peréxido de hidrégeno
al 3%, colocando 3 gotas de reactivo, dejar actuar durante 5 minutos.

Lavar con agua destilada.

Colocar 100 uL de anticuerpo primario y dejar actuar durante 30 minutos.

Enjuagar con solucién de lavado.

Aplicar 100 uL anticuerpo secundario-biotina y dejar actuar durante 10 minutos.
Enjuagar con solucion de lavado.

Aplicar 100 uL anticuerpo terciario (HRP) y dejar actuar durante 10 minutos.

Enjuagar con solucién de lavado.

Retirar las laminillas del Rack y colocarlas en una superficie plana.

Aplicar 100 uL de cromégeno (diaminobencidina) previamente diluido (una gotaen 1 mL
de diluyente), cuidando que quede bien distribuido por todo el tejido y dejar actuar durante
3 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Realizar el contraste sumergiendo las laminillas en Hematoxilina durante 30 segundos.
Enjuagar con agua.

Sumergir las laminillas en carbonato de litio tres veces.

Realizar la deshidratacion de los tejidos haciendo pasar las laminillas varias veces por
alcoholes con concentraciones crecientes (70%, 96% y 100%) y finalizar con xilol.

. Montar con medio de montaje.

NOTA: el procedimiento se basa en el uso de los reactivos de la marca Cell Marque y utilizando

el sistema de biotina. El procedimiento puede variar si se utilizan reactivos distintos o un sistema
diferente (Merck KGaA, Cell Marque 2018)
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7.11 Analisis estadistico

Se realizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para identificar la normalidad de los datos.
Se utilizarén las medidas de tendencia central media + desviacion estandar o mediana con
rango intercuartilico para las variables continuas, mientras que para las variables categoricas
se utilizaron frecuencias. Para estimar la asociacion entre marcadores pronosticos de
linfomas de alto grado (MYC, BCL2, BCL6, p53) con respuesta a tratamiento y sobrevida,
se realizd Chi cuadrada. Se estimé el Riesgo Relativo para evaluar la magnitud de los
marcadores prondsticos sobre la variable dependiente y se realiz6 estimador no paramétrico
de lafuncién de supervivencia Kapplan-Meier. Se considerd significancia estadistica
cuando p < 0.05.

7.12 Aspectos éticos

El cédigo de Nuremberg y la declaracién de Helsinki regulan a la comunidad médica en lo
relativo a los preceptos de ética en la investigacion, donde el principio basico es el respeto por
el individuo, su derecho a tomar decisiones una vez que se le ha informado claramente los
riesgos y beneficios de su participacion o no, en el estudio de investigacion médica, el aceptar
participar debe ser de manera libre, sin presiones de ninguna indole y con compromiso de que
puede retirarse de la investigacion cuando asi lo decida. Otro precepto es que el bienestar del
sujeto siempre debe estar por encima de los intereses de la ciencia y de la sociedad.

Debido a que la presente investigacion contempla Unicamente el uso de bases de datos,
expedientes clinicos y revision de laminillas del Hospital (INSTITUTO MEXICANO DEL
SEGURO SOCIAL #1 CHARO), sin requerir la intervencion de individuos en el estudio, por
lo que es considerado de un riesgo minimo, segun lo estipulado en el reglamento de la ley
general de salud en materia de investigacion para la salud. Por este motivo y con base en el
articulo 23 del reglamento antes mencionado, no se hace necesario el otorgamiento del
consentimiento informado por parte de las pacientes incluidas en este estudio, aclarando que
siempre se respetard el anonimato y no seran revelados los nombres de las pacientes.

En la presente investigacion se tiene como proposito un bien social y la investigacion se disefio
basandonos en resultados previos en otros paises, nunca se realizara algin dafio a las pacientes
implicadas en el estudio, promoviendo un ambiente de investigacion que proteja a todas las
pacientes.
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8. RESULTADOS

8.1 Descripcidn de la poblacién de estudio

A partir de la aprobacion del protocolo de investigacion por parte de IMSS con nimero de

registro F-2017-1602-21, se procedid a revisar los expedientes del Hospital General Regional

No.1 Charo correspondientes a los casos reportados como linfomas en el periodo enero 2014 a

diciembre 2016. En un censo de 98 casos del departamento de Hematologia se identificd una

poblacién de 28 pacientes con expediente completo y bloques de parafina con tejido evaluable.

Esta poblacion fue clasificada de acuerdo con los criterios descritos en la seccion de materiales

y métodos (Tabla 6).

Tabla VI. Clasificacion de la poblacion de estudio.

Pacientes

Incluidos

Eliminados

Excluidos

Diagnostico

Linfoma Burkitt
LDCGB
Linfoma No Clasificable
Subtotal
Linfoma anaplasico
LH
Linfoma T periférico
LLC
Subtotal
No determinado
Total

NUmero de
casos

LDCGB. Linfoma de células grandes B; LH. Linfoma Hodgkin;
LLC. Leucemia Linfocitica Cronica/Linfoma de linfocitos pequefios
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Los 17 casos incluidos en el estudio fueron caracterizados en funcion del género y del tipo de

linfoma de acuerdo con la clasificacion propuesta por la OMS (Fig. 10).

11% 11%

78%

Burkitt =LDCGB = No Clasificable
m Masculino m Femenino

Figura 9. Distribucion de la poblacion de estudio por género (A) y tipo de linfoma (B).

8.2 Expresion de marcadores BCL2, BCL6 y p53 en los linfomas de alto grado.

Con el fin de evaluar la expresién de las proteinas de BCL2, BCL6 y p53 en la poblacién de
estudio, se selecciond el tejido representativo de cada uno de los casos y se generé un
macroarreglo en un nuevo bloque de parafina. Posteriormente se realizaron los cortes
histoldgicos y se sometieron al analisis inmunohistoquimico como se describio en materiales y
métodos (Fig. 12). Para el analisis inmunohistoquimico se selecciona el material bioldgico

adecuado de acuerdo con su morfologia y se ensayan los marcadores de estudio (Fig. 13).

CD20 BCL2 BCL6 p53 Ki67

Figura 10. Macroarreglo de cortes histoldgicos para anélisis inmunohistoquimico. A partir del tejido
correspondiente a cada uno de los casos se dispusieron en un arreglo (macro), para el analisis de
expresion de cada uno de los marcadores (BCL2, BCL6, p53 y Ki67) y un control para identificacion
de linfocitos B maduros (CD20)
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Figura 11. Fotomicrografia representativa de la expresion de los marcadores de estudio. Se muestra el
resultado del proceso de inmunohistoquimica de los marcadores CD20, BCL6, p53 y BCL2 en un caso
de linfoma de células B maduras de uno los casos seleccionados en el presente estudio.

Los casos clasificados como LDCGB presentaron la expresion de las tres proteinas, seis casos
positivos para BCL2, tres para BCL6 y seis para p53. Uno solo de los casos identificado como
Linfoma de Burkitt (LB) present6 la expresion de BCL2. Para el caso de la poblacion de
Linfoma no clasificable la expresidn de los marcadores se present6 en dos casos para BCL2 y
un solo caso para BCL6 y p53 (Fig. 13).
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Figura 12. Prevalencia de la expresion de los marcadores BCL2, BCL6 y p53 en la poblacion de estudio.
Cada uno de los casos incluidos fue sometido a un andlisis inmunohistoquimico, para el caso del
marcador p53 se reporta el correspondiente al percentil 25.
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8.3 Determinacion del indice pronostico internacional (IPI)

Con el fin de establecer la asociacién del valor del IPI con la expresién los marcadores BCL2,
BCL6, p53 y Myc se procedio a calcular este valor de acuerdo con lo establecido por Shipp et.
al (1993). Cuatro de los 17 casos incluidos en el presente estudio dieron un valor
correspondiente a la categoria de alto, 6 a la de intermedio alto, 3 a una categoria de intermedio

bajo y 4 clasificados como bajo (Fig. 14)

o
24% 23%
18%

35%

Alto m Intermedio Alto m Intermedio Bajo Hm Bajo

Figura 13. Clasificacion de la poblacion de estudio basado en el IP1. El indice prondstico internacional
(IP1) fue calculado para los casos incluidos en el estudio y su distribucion corresponde a un valor alto,
intermedio alto, intermedio bajo y bajo.

Los valores de IPI fueron asociados a cada de las entidades de estudio para ver su distribucion
(Fig. 15).

14
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Figura 14. Asociacion del IP1 con el tipo de entidad analizada. Para cada uno de los casos incluidos en
el estudio se calcul6 el valor IP1 de acuerdo con lo establecido.
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Para el caso del marcador p53 se establecid una escala porcentual de expresion para
determinar su valor prondstico. La escala comprende cuatro valores de acuerdo con el
criterio del observador sobre el nimero de células neoplésicas que expresan p53 (Fig. 16).

Figura 15. Fotomicrografia representativa de la expresion de p53. Se muestra el resultado del proceso
de inmunohistoquimica del marcador p53 en un caso de linfoma de células B maduras de los casos
seleccionados en el presente estudio donde se definen el criterio de expresion del mismo, percentiles
100, 50, 25y 5.

La expresion de Ki67 por arriba del percentil 85 presenté una disminucién importante en la
sobrevida de los pacientes.

Ki67 alto
Ki67 bajo

Figura 16. Expresion de Ki67. Aproximadamente el 70% los pacientes que presentaron expresion de
Ki67 por arriba del percentil 85 falleciendo antes de los 10 meses de evolucion de la enfermedad.
p=0.007.
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Se agruparon los pacientes reportando la coexpresion o ausencia de BCL2 y BCL6, como era
de esperarse y por lo ya reportado en literatura, al presentar la coexpresion de estos marcadores
se identificd un aumento significativo en la mortalidad.

BCL2+ BCL6-
BCL2+ BCL6+
BCL2- BCL6+
BCL2- BCL6-

Figura 17. Sobrevida en pacientes con o sin expresion de BCL2 y BCLS6.

En la figura 19 se muestra el efecto del valor de p53 en un percentil alto (méas de 25) y bajo
(menor a 25) con la sobrevida de los pacientes. p=0.552

BCL2+ BCL6+ /p53 bajo / Ki67 elevado
BCL2+ BCL6+ /p53 alto / Ki67 bajo

BCL2+ BCL6+ /p53 bajo
BCL2+ BCL6+ /p53 alto

Figura 18. Sobrevida en pacientes con expresion de BCL2, BCL6, p53 y Ki67. Se compararon los
casos que presentaban expresion de proteinas por debajo del percentil 25, siendo estos los que
presentaron mayor mortalidad. Los pacientes con estas caracteristicas reportaron una sobrevida menor
a 10 meses. A) p=0001. B) p=0.044
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9. DISCUSION

Los linfomas de alto grado abarcan un espectro de varias neoplasias linfoides, identificAndose
diferentes caracteristicas moleculares que proveen importancia en el comportamiento clinico,
presentando alteraciones en los oncogenes principalmente MYC, BCL2 y BCL6. La incidencia
para los Linfomas No Hodgkin ha sido evaluada desde 1940, modificandose constantemente a
nivel mundial, pero desde hace 20 afios y en la actualidad, solo ha sufrido ligeras
modificaciones. A nivel mundial se reporta una mayor incidencia en hombres que en mujeres.
En la literatura encontramos datos que sugieren que esta diferencia pudiera asociarse a la accién
hormonal en las mujeres, efectuando un rol protector, haciendo hincapié en los beneficios

protectores que sugiere en el embarazo para este tipo de linfomas (Nurit & Netanel, 2014).

A nivel mundial se ha reportado al Linfoma Difuso de Células Grandes B como el més frecuente
de los Linfomas no Hodgkin, representando un 35-40% de todos los casos reportados en las
diferentes regiones geogréaficas, actualmente este tipo de casos necesitan ser diagnosticados con
base en su morfologia (histologia), un andlisis inmunofenotipo, andlisis cito genético (FISH) y
con un diagndstico a nivel molecular (Li, Young, Medeiros 2018).

El indice prondstico internacional (IP1), fue desarrollado para los Linfomas No Hodgkin (LNH)
agresivos y valido en todos los grados clinicos del LNH como predictor de respuesta a
tratamiento (Prova, Singer, Baglin, Dokal 2010). Los linfomas difusos de células grandes "B”
presentaron caracteristicas clinicas de IPI alto, intermedio alto y bajo, los linfomas Burkitt y
los linfomas no clasificables con caracteristicas intermedias entre Burkitt y LDCGB expresaron
caracteristicas de IPI alto e intermedio alto.

Xie et al, en el afio 2014 reportaron que la sobre expresion de p53 en 85 pacientes con
diagnéstico de linfoma difuso de células grandes B, encontrando una fuerte asociacion entre la
expresion positiva de p53 con la disminucion en la sobrevida de los pacientes, asociado a la
expresion de la mutacion de MYC, pero actuando como un factor independiente de BCL2. (Xie
et al, 2014).

OKi et al reportaron en el 2014 que los linfomas doble hit con expresion de BCL2 y BCI6
presentaron un comportamiento clinico mas agresivo, por lo cual requerian terapia medicas mas
agresivas (Oki et al 2014). Estos hallazgos coinciden con los reportados en la poblacion
analizada, ya que los pacientes que presentaron la coexpresion de BCL2 y BCLG6 fallecieron en

un periodo de tiempo menor, en comparacion de los que no presentaron esta caracteristica.
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La expresion de Ki67, de tincion nuclear, se usa para determinar el indice de crecimiento
tumoral. Algunos estudios identifican el rol y el significado de un indice de proliferacion
elevada con la expresion de Ki67, realizando estudio de inmunohistoquimica. Diversos autores
sugieren que el significado de del indice de proliferacion celular identificado por medio de Ki67
difiere dependiendo del tipo de linfoma. En algunas ocasiones pueden ayudar para identificar
un linfoma con un comportamiento indolente y un linfoma con un comportamiento agresivo.
El linfoma difuso de células grandes B, puede servir para identificar un paciente con buen o
mal prondstico, aunado a otros factores como el IPI (Broyde, Boyco, Streno 2009).

Mas del 50% de todos los tumores presentan mutaciones que alteran o modifican la capacidad
de p53 para detener el ciclo celular en G1. El dafio al ADN activa ATM (serina cinasa) que a
su vez fosforila a p53 aumentado su concentracion, ya que el p53 esta fosforilado activa la
expresion del gen que codifica p21, el cual se une a complejos ciclina-CDK de G1, provocando
que la célula detenga su ciclo en G1 y dando un tiempo para su reparacion. Si la reparacion es
exitosa descienden las concentraciones de p53 y p21, permitiendo que la célula prosiga a “S”.
Cuando p53 se encuentra dafiado o mutado puede replicarse, perpetuandolo, inhibiendo ciclina
B y la topoisomerasa Il necesarias para la transicion a G2.

En condiciones de estrés ATM también fosforila y activa ChK2, una proteincinasa que fosforila
Cdc25A, la cual actta deteniendo la célula en G1 (eliminando un fosfato inhibidor de CDK2)
pre requisito para que las células comiencen “S”. Asi los niveles bajos de Cdc25A bloquean la
programacion hacia “S”. Se ha demostrado que las mutaciones en ATM o ChK2 causan el

mismo efecto que las mutaciones en p53.

39



Figura 19. Via de activacion de p53 (tomado de Li-Fruameny Syndrome pictures 2017)

Los niveles bajos de p53 son controlados Mdmz2, esta molécula se une a p53, inhibiendo su
capacidad activadora, degradandola por la adicién de las moléculas de ubicuidina, la
fosforilacion de ATM a p53, creando un ciclo de realimentacién autorregulatorio. Se ha
reporteado que los niveles elevados de Mdm2 producen una inhibicion de Mdm2, pudiendo
producir tumores, secundarios a reduccion en la concentracion de p53 y permitiendo el

avance de la célula a G1.
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10. CONCLUSIONES

En el presente estudio se identificé una mayor incidencia del linfoma de ato grado en el
género femenino de nuestra poblacion, ya que el 65% de los pacientes eran mujeres.
Este dato es distinto a lo reportado donde el género masculino resulta mas afectado.

La entidad denominada como Linfoma Difuso de Células Grandes B se identifico en el
70% de nuestros casos. Este resultado coincide con el reportado en la literatura.

Los Linfoma Difuso de Células Grandes B presentaron caracteristicas clinicas con un
indice prondstico internacional (IPI) alto, intermedio alto y bajo, los linfomas Burkitt
junto con los linfomas no clasificables con caracteristicas intermedias entre Burkitt y
LDCGB expresaron caracteristicas de IPI alto e intermedio alto.

Los pacientes que presentaron expresion de p53 con un percentil menor a 25 tuvieron
un franco aumento en la mortalidad, con una sobre vida menor a 10 meses.

Los pacientes con la co-expresion de BCL2 y BCLS6 fallecieron en un periodo de tiempo
menor, en comparacion de los que no presentaron esta expresion.

El marcador de proliferacion Ki-67, cuando su expresion en las células neoplasicas tuvo
un valor equivalente a un percentil 85 o mas fallecieron antes de cumplir 10 meses de

evolucioén de la enfermedad.
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11. PERSPECTIVAS

Determinar si el gen que codifica para p53 presentara algun tipo de mutacién en los

casos con mayor indice de mortalidad.

Establecer si existe alguna relacion entre la mutacion en ATM y la correcta expresion
de p53.

Identificar si la mutacién y sobreexpresion de MdM2 esta ligada a una represion de p53.

Determinar si la mutacion en ATM y ChK2 tiene un efecto similar a mutaciones en el

gen que codifica para p53.
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