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2. RESUMEN.

Introduccion: Los Linfomas No Hodgkin difusos de células B grandes (LNHCGB)
son un grupo heterogéneo de neoplasias linfoides en donde sus caracteristicas
clinicas, morfologicas y genéticas le confieren un factor prondstico.

Objetivo: Evaluar los marcadores de superficie e intracelulares CD10, Bcl2 y Ki67
como factores prondstico en pacientes con Linfoma No Hodgkin de células B
Grandes.

Pacientes y Método: Se incluyeron 84 paciente del Hospital de Especialidades del
Centro Médico “La Raza” IMSS, que ingresaron durante el afio de 2008, con
diagnostico de LNHCGB, a los cuales se les evaluaron sus caracteristicas clinicas,
estudios histopatolégico en biopsia de ganglio o sitio afectado, clasificacion en
grupos de riesgo de acuerdo al indice pronostico internacional (IPI). A partir de las
biopsias una vez confirmadas como linfoma de células B, se determiné la expresion
de los marcadores CD10, Bcl2 y Ki67 en cortes representativos por medio técnica
de inmunohistoquimica. Los resultados obtenidos se analizaron utilizando la prueba
de X?, y célculo de riesgos relativos asociados a la respuesta clinica temprana a la

guimioterapia.



Resultados: la edad media fue 58.6 afios (16.6 dvst.), 52% hombres. Se observé

una edad de mas de 60 anos en 51.2%, DHL elevada en 39.3%, estadio clinico

avanzado en 58.4%, escala ECOG avanzada en 7.2%, presencia de sintomas B en

64.3%. Se observo la presencia de CD10 en 39.3%, Bcl2 75% y Ki67 en 38.1%. No

se observé una mayor respuesta a la quimioterapia en presencia de CD10+ (RR

0.52, IC 95%, 0.14 — 1.88; p = 0.341). No se observé una tasa mayor de falla de la

respuesta a la quimioterapia en presencia de Bcl2 (RR 0.93, IC 95%, 0.30 — 2.83; p

= 1.000), no se observo una tasa mayor de falla a la quimioterapia en presencia de

Ki67+ (RR 0.78, IC 95%, 0.29 —-2.10; p = 0.803).

Conclusiones: Los marcadores de superficie CD10 e intracelulares Bcl2 y Ki67 no

son capaces de predecir ningun tipo de respuesta temprana a la quimioterapia. El

IPI sigue siendo una herramienta clinica pronostica de utilidad en la prediccion de

respuesta al tratamiento y su traduccion en sobrevida.



ABSTRACT.

Introduction: The diffuse large B cell Non Hodgkin lymphomas are a heterogeneus
group of lymphoid neoplasias wich their clinical, morphological and genetic
characteristics means a clinical prognosis.

Objective: To evaluate cellular markers CD10, Bcl2 and Ki-67 like prognostic
indicators in patients with DLBCNHL (Diffuse large B cell Non — Hodgkin lymphoma).
Patients and method: 84 patients with new diagnosis of DLBCNHL during 2008
were included in our study, each of them were previously evaluated clinically and
morphologically in biopsy of the affected site. IPI risk were measured (LDH levels,
Ann Arbor classification by CT, age at diagnosis). CD10, Bcl2 and Ki67 were
measured in biopsy by immunochemistry in representative samples. The results
were analized with X* and RR test to associate de early response to chemotherapy.
Results: we find a median age of 58.6 years old, 52% were men, 51% were older
than 60 y/o, a high LDH in 39.3%, high Ann Arbor in 58.4%, high ECOG in 7.2% and
B symptoms in 64.3%. We can not find a better response to chemotherapy in
presence of CD10 (RR 0.52, Cl 95%, 0.14 — 1.88; p=0.341), or Bcl2 (RR 0.93, CI

95%, 0.30 — 2.83; p=1.000) or Ki67 (RR 0.78, Cl 95%, 0.29 —2.10; p=0.803).



Conclution: the clinical characteristics of the patients at diagnosis (IPIl) and the

initial response to treatment may define the OS and DFS. In the present study we do

not observed any prognostic value of the molecular markers studied.



3. OBJETIVO.

Evaluar los marcadores de superficie CD10 e intracelulares BCL2 y Ki67 como
factores prondstico de respuesta temprana a la quimioterapia en pacientes con

Linfoma no Hodgkin de células B Grandes.



3. INTRODUCCION.

Los linfomas conforman un grupo heterogéneo de enfermedades neoplasicas que
comparten la caracteristica Unica de surgir como resultado de mutaciones somaticas
de un progenitor linfoide.(1y El sitio anatomico primario puede ser cualquiera, ya sea
linfoide o0 no y puede involucrar cualquier otro érgano por efecto de diseminacion. La
clasificacion de los subtipos de la enfermedad ha sido dificil, pero los nuevos
sistemas de clasificacion que incorporan las caracteristicas inmunofenotipicas con
las histopatoldgicas y citolégicas, describen subtipos definidos con mayor precision
que en el pasado.()

La diferenciacion mas temprana entre las neoplasias linfoides consistio en la
distincion entre el linfoma de Hodgkin y las formas No Hodgkinianas. ) El linfoma de
Hodgkin consiste en dos entidades clinicopatoldgicas, la forma clasica (4 subtipos) y
la forma nodular con predominio de linfocitos y su célula neoplasica es la célula de
Reed Sternberg, estas células han perdido la mayoria de sus marcadores del linaje
B, incluyendo la expresion de inmunoglobulinas; casi todas son CD30+, la gran
mayoria son CD15+; tipicamente CD45- y CD20+ en 20 al 40%. (3

Por otra parte, los linfomas No Hodgkinianos consisten en un grupo heterogéneo de
enfermedades neoplasicas que comparten la caracteristica Unica de surgir como

resultado de mutaciones somaticas de un progenitor linfoide clasificable como B, T o
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NK segun los estudios de inmunofenotipo o de rearreglo genético.) Para 1990, con
la finalidad de eliminar la confusion persistente en los sistemas de clasificacion de
los linfomas se introdujo una nueva clasificacion por parte del International
Lymphoma Study Group, reuniendo la informacién disponible, tanto morfoldgica,
inmunofenotipica, genética y clinica, se crea una lista de entidades distintivas que
podrian ser uniformemente empleadas para el diagnostico hematopatologico,
creandose asi la clasificacion Revised European — American Lymphoma (REAL),
publicandose dicha propuesta en el afio de 1994., En la década de los 90, la OMS
crea una nueva clasificacion basada en la REAL, la cual identifica 3 categorias
mayores de linfomas: neoplasias derivadas de células B, derivadas de células T o
NK, cada una de estas dividida en neoplasias derivadas de precursores y
neoplasias derivadas de células periféricas (maduras), y por otra parte el Linfoma de
Hodgkin. )

El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) es el subtipo histopatolégico de
linfoma No Hodgkin mas frecuente en México y en el resto del mundo; representa
hasta el 30% de todos los linfomas No Hodgkin. Su incidencia ha ido en aumento a
partir de la segunda mitad del siglo XX, siguiendo de manera paralela el proceso de

industrializacion de las naciones. )
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El linfoma difuso de células B grandes es una enfermedad con heterogeneidad
molecular resultado de mdultiples mutaciones genéticas y translocaciones
cromosomicas; esta enfermedad deriva de células B en las que ha iniciado el
proceso de hipermutacion somatica en los genes de las regiones variables de las

inmunoglobulinas, proceso que ocurre en el centro germinal del nodo linfatico. )rig. 1)

(Fig. 2)(3)-

Figura 1. Desarrollo de los linfocitos normales y neoplésicos.

Los rearreglos del gen BCL6 se consideran especificos del linfoma difuso de células

B grandes. La proteina Bcl6 es la mediadora de la unidn especifica entre varios

factores de transcripcion del ADN y se involucra en el proceso de induccién de

formacion de los centros germinales de células B. La heterogeneidad de los LDCBG

12



es resultado evidente del perfil de expresion genética, de donde al menos se
reconocen 3 subtipos, el mas comun, que se presenta en el 40% de los casos se

asocia a rearreglos del BCL6.()

Figura 2. Estructura anatdmica de los ganglios linfaticos.

Factores Prondsticos de los LNH.

La emision del pronostico, es decir, la prediccion de la duracion, curso y resultado
de una enfermedad en un paciente determinado, es una parte esencial de la
practica medica.

Todo esfuerzo para la determinacion de factores pronosticos tiene soélo dos
intenciones primarias, la primera es proveer una prediccion mas precisa acerca de
la posibilidad de supervivencia permitiendo una expectativa realista, una mejor

decision terapéutica en conjunto con el paciente, prescribir una terapia inicial mas

13



adecuada y asegurar la estratificacion objetiva para el reporte de resultados en los
ensayos clinicos realizados. La segunda es identificar el subgrupo con
caracteristicas bioldgicas Unicas que permita la identificacion de objetivos
terapéuticos que puedan ser Utiles para el disefio de una terapia personalizada. ()
Tipos de factores prondésticos. Podemos dividir los factores prondstico de los
linfomas No Hodgkin en tres grandes grupos:

1. Dependientes de las caracteristicas del tumor.

a. Las caracteristicas bioldgicas del mismo: subtipo histologico,
inmunofenotipo, alteraciones citogenéticas; actividad proliferativa,
progresion histoldgica, la capacidad de progresion tumoral y de modo
indirecto, nivel de DHL y presencia de sintomas B.

b. La carga tumoral (la cantidad de LNH): extension de la enfermedad y
su estadio; presencia de masas abultadas (bulky); nimero de
localizaciones afectadas (ganglionares y extraganglionares);
localizaciones especiales (médula Osea, sistema nervioso central); y
de modo indirecto, nivel de DHL, acido uUrico y presencia de sintomas
B.

2. Extension de la Enfermedad: aunque se considera como el estandar de oro

para la estadificacion anatomica de la extension de la enfermedad, la
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clasificacion de Ann Arbor no es la 6ptima para la clasificacion del linfoma,
aun asi, ha demostrado importancia pronostica en el caso de los LNH al
momento del diagnostico. Esta herramienta fue creada inicialmente para la
estadificacion del linfoma de Hodgkin, el cual se disemina por contigtidad
mas que de manera hematogena que es el caso del linfoma No Hodgkin. s,
Por tal motivo la deteccidbn de pacientes en estadios tempranos de la
enfermedad permite la oportunidad de terapia combinada potencialmente
curativa. La clasificacion de Ann Arbor provee informacion topografica, pero

no toma en cuenta la “carga tumoral” de la enfermedad. s)(rabla 1)

Tabla 1. Clasificacion de Estadios de Ann Arbor.

Estadio I:

Involucro de una region ganglionar (I) o de Gnica localizacion extralinfatica (I-E)

Estadio II:
Involucro de 2 o mas regiones ganglionares en el mismo lado del diafragma (ll) o involucro de un

sitio extralinfatico y de una o mas regiones ganglionares en el mismo lado del diafragma (lI-E).

Estadio llI:
Involucro de regiones linfaticas en ambos lados del diafragma (1), que pueden estar acompafadas

por afeccion extralinfatica localizada (llI-E), esplénica (l11-S) o de ambas (IlI-ES).
Estadio IV:

Involucro diseminado a uno o mas organos extralinfaticos, asociado o no a enfermedad en los

ganglios linfaticos.
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Sintomas:
A > Asintomatico.

B - Fiebre, sudoracién nocturna, pérdida ponderal significativa (>10%) en los 6 meses anteriores.

3. Caracteristicas dependientes del Paciente: no es posible separar por
completo aquellos factores que son dependientes del paciente de aquellos
gue son generados indirectamente por el tumor. Tal es el caso de la edad (la
incidencia de los LNH muestra variaciones con la edad), el estado general
medido segun la escala OMS/ECOG, la competencia inmunologica del

paciente o sus antecedentes patol0giCos. (rabla 2)3)

Tabla 2. Escala de Desempeiio ECOG*/OMS/Zubrod

0 - Asintomatico.

1 - Sintomatico, completamente ambulatorio.

2 - Sintomético, <50% tiempo diurno en cama, ambulatorio, capaz de autocuidado.
3 - Sintomético, >50% tiempo diurno en cama, capaz de autocuidado basico.

4 - Sintomatico, postrado en cama, incapaz de autocuidado.

5 = Muerto.

* ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group performance status)

Oken et al., 1982.
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Indices Prondsticos.

La gran heterogeneidad que presentan los linfomas No Hodgkin ha hecho dificil la
elaboracion de un sistema de estadificacion util, internacionalmente aceptado y
validado para los LNH. El objetivo de todo indice prondstico es el de conjuntar a los
pacientes en grupos con factores de riesgo similares y crear un modelo predictivo
por medio del cual sea posible inferir el riesgo relativo de un paciente en particular, a
partir de un nimero limitado de variables presentes en el momento de realizar el
diagnéstico.

El indice prondstico mas utillizado es el denominado Indice Prondstico
Internacional.isy En dicho estudio, los factores asociados con la supervivencia que
demostraron un mayor significado prondstico independiente fueron son mostrados
en la Tablas 3y 4.

Actualmente se vive una era en la que el diagnostico y prondstico de la enfermedad
se basa en la deteccibn de una serie de factores de tipo molecular que
aparentemente tienen una repercusion mas clara y precisa en la supervivencia libre
de enfermedad y en la supervivencia global, es decir, en la prediccion del

comportamiento biologico de la enfermedad. ()7y@s)
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Tabla 3. Indice Prondstico Internacional*. )

Variables: Edad (60 afilos 0 menos contra >60 afios)
Estadio Ann Arbor (I - Il contra lll - IV)
NuUmero de areas extraganglionares afectadas (0 a 1 contra >1).
Estado General (PS** 0 a 1 contra >1)

DHL (normal contra anormal)

Se asigna una puntuacién de 0 a 1 a cada variable descrita, se definen 4 grupos de riesgo:

0-1 Puntos > Bajoriesgo (90% 5 afios libres de progresion)
2 Puntos - Riesgo intermedio bajo (80% 5 afios libres de progresion)
3 Puntos - Riesgo intermedio alto (50% 5 afios libres de progresién)

4-5 Puntos > Riesgo alto (50% 5 afios libres de progresion)

Era Pre Rituximab: >1 factores de riesgo - <50% 5 afios libres de progresion.

* The International NHL Prognostic Factors Project. General IPI.

** ECOG Performance Status

Tabla 4. IPI Ajustado a la edad (Pacientes mayores de 60 afios) IPlae. (g

Variables: Estadio Ann Arbor (I - Il contra llI- 1V)
Estado General (PS* 0 - 1 contra >1)

DHL (normal contra anormal)

Se asigna una puntuacién de 0 a 1 a cada variable descrita, se definen 4 grupos de riesgo:

0 - Bajoriesgo
1 - Riesgo intermedio bajo
2 - Riesgo intermedio alto
3 = Riesgo alto

* ECOG Performance Status

18



Factores prondstico independientes al IPI.

El estudio GELA concluyé que un incremento de la $2-microglobulina (>3 mg/L) y el
involucro de mas de un sitio extranodal se asocia a un mal pronéstico en término de
la sobrevida global. Por otra parte, el estudio MInT determina que la enfermedad
voluminosa y la deteccion de al menos un factor de riesgo del IPlae, pueden
predecir la sobrevida libre de enfermedad a 3 afios (89% contra 76%, P = 0.016),
pero sin comprobar cambios en la sobrevida global a 3 afios (98% contra 91%, P =
0.08). A la fecha, ninguno de los estudios clinicos realizados ha podido distinguir al
grupo de pacientes con suficiente mal prondstico al momento del diagnoéstico de su
enfermedad, por lo que aun no es posible estratificar el tipo de tratamiento que debe
recibir. En multiples estudios clinicos se ha demostrado que existen otras
caracteristicas que asociadas al IPI se traducen en factores pronosticos.
Marcadores moleculares prondsticos en los LDCBG.

La heterogeneidad de los LDCBG es notable por la expresion de una muy amplia
variedad de aberraciones moleculares, algunas de las cuales han demostrado
asociacion con el pronostico clinico. El estudio de estos biomarcadores han
mejorado la comprension de la patogenia de los linfomas y sus variedades;

desafortunadamente tal variedad ha resultado en resultados controvertidos. (4
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CD10. Es una endopeptidasa neutral asociada a la membrana que se reporta como
marcador de superficie celular representativo de células B centro germinales y se
expresa tipicamente en linfomas foliculares de células B, que es la forma prevalente
de los linfomas de células B de bajo grado. Es muy comun en leucemia aguda
linfoblastica. CD10 aparece en las células pre-B y se pierde durante la maduracién
de las células B virgenes y reaparece en la superficie celular durante su maduracion
en el centro germinal. Se expresa en un 20 a 30% de los LDCGB. EI
comportamiento clinico de los tumores derivados de células B centrogerminales, con
expresion atipica CD10-MUM1+ ha demostrado mayor edad del paciente al
momento de la enfermedad clinica, morfologia de mayor grado de malignidad,
proliferacion difusa con multiples sitios de afectacion, carencia de translocaciones
BCL2/IgH y con anormalidades en el gen BCL6.19 Por el contrario, el
comportamiento clinico favorable es atribuible a la presencia del CD10 como parte
importante de la cadena de sefiales de la via de las caspasas, inductoras de
apoptosis in vivo e in vitro, como demuestra Cutrona y cols.1)

BCL2. Es una proteina antiapoptotica que es importante en el desarrollo normal de
las células B y su diferenciacion. La sobreexpresion de Bcl2 se ha reportado en
aproximadamente el 40-60% de los pacientes con LDCBG, se ha asociado con una

pobre sobrevida. Las mutaciones por translocacion t(14;18) del gen BCL2 se

20



observan con mayor frecuencia en los linfomas foliculares; estas mutaciones
resultan en activacion constitutiva e incremento de expresion de BCL2, asociadas a
inhibicion de apoptosis asi como del bloqueo de la induccion de muerte celular
inducida por quimioterapia.q2y Esta asociacion pronoéstica es independiente del
IP1.(13)

Ki67. Es un anticuerpo monoclonal marcador de una proteina nuclear presente en
células en proliferacion, su presencia se traduce como la fraccion de crecimiento de
los tumores, la determinacion cuantitativa de dicho marcador se asocia a la tasa de
crecimiento y se promueve como indicador relacionado con la sobrevida, siendo un
factor independiente del IPI.(14)

Se han estudiado otros marcadores moleculares tanto de superficie como el CD21
as)ae) € intracelulares como BCL6, FOX-P1 y MUML1 (12)a7as)z), POr su probable
valor como factores prondsticos independientes al IPI. Hasta el momento se
desconoce cual es el impacto prondstico de otros marcadores de superficie,

independiente del IPI y otros factores prondsticos.
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5. PACIENTES Y METODO.

Se incluyeron pacientes adultos mayores de 16 aflos con diagnostico de LNH de
células B grandes, virgenes a quimioterapia y en quienes se realizaron estudios de
marcadores moleculares por inmunohistoquimica, atendidos del 1ro de junio al 27
de noviembre de 2009 en el departamento de Hematologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico La Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social,
gue es un hospital universitario de tercer nivel de atencion.

Durante el periodo de junio a noviembre de 2009 se diagnosticaron 99 casos de
Linfoma no Hodgkin de células B grandes a través de la consulta externa y
hospitalizacion del departamento de Hematologia y 11 casos se captaron a traves
del servicio de Patologia Humana, division de Hematopatologia. Una vez firmado el
consentimiento informado, a cada uno de los pacientes se les realizé historia clinica,
guimica de 27 elementos que incluye DHL; TC simple y contrastada de cuello, torax,
abdomen y pelvis, aplicacion de escala de ECOG y segun esos resultados se aplica
la estadificacion clinica de Ann Arbor y el indice prondstico internacional IPI para la
prediccion de sobrevida. (tapia 3)

Todos los pacientes incluidos contaban con biopsia del tumor primario o ganglio
periférico y cada una de las muestras fueron procesadas con técnica de

inmunohistoquimica avidina — biotina — peroxidada, para los marcadores CD10, Bcl2



y Ki67. Una vez confirmado el diagnostico histologico de linfoma no Hodgkin de

células B grandes CD20+, se inici6 el tratamiento con quimioterapia CHOP, CHOP-

R o alguna otra segun criterio del médico tratante, a dosis estandar internacionales.

Cada uno de los pacientes fue citado cada 3 semanas para revision durante la cual

se realiz6 exploracion fisica dirigida a busqueda de ganglios, masas o lesiones

asociadas a enfermedad primaria o sistémica asi como complicaciones asociadas a

la quimioterapia tales como quimiotoxicidad de la médula désea o infecciones

oportunistas. En cada visita son medidas dichas masas o0 ganglios y se mantiene

vigilancia de su comportamiento durante las visitas posteriores; se re-estadifica la

clase funcional ECOG y se reinterroga por la presencia o persistencia de sintomas

B. Se revis6 biometria hematica y quimica sanguinea completa. Cuando hay

evidencia de quimiotoxicidad de la médula 6sea (citopenias agregadas) se difiere la

administracion de la dosis correspondiente de quimioterapia por una semana,

aqguellos paciente con neutropenia Grado 4 segun la clasificacion de la OMS reciben

tratamiento ambulatorio con filgastrim.

El reporte de resultados de biopsia con técnicas de inmunohistoquimica se realizé

de la siguiente manera: para la determinacion de CD10 y BCL2 se visualizaron al

menos 10 campos a 40x en microscopia de luz y se determind positivo cuando en al

menos 6 de dichos campos la tincion se observo positiva en al menos el 30% del
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campo observado. Para la determinacion de Ki67, la diferencia consiste en que se

considera como positivo cuando en al menos 6 de los 10 campos observados la

tincion se encuentra en un minimo del 80% del campo.

Técnica de inmunohistoquimica: avidina — biotina — peroxidasa.

Se obtuvieron cortes histolégicos de 3 um de espesor en laminillas tratadas

previamente con silano, a partir del bloque mas representativo de la lesion; se utilizo

un corte para cada una de las determinaciones BCL2, Ki67 y CD10, por métodos

inmunohistoquimicos empleando el sistema EnVision + System Peroxidase (DAB)

(DAKO Co. K 4007). Se procedi6 a la desparafinacion de los cortes histoldgicos, los

cuales fueron calentados a 60° C durante 15 minutos, posteriormente introducidos

en forma secuencial en dos recipientes con xilol por 15 minutos cada uno.

1. Hidratacion - Los cortes se introdujeron en una serie de alcoholes de

concentraciones decrecientes, partiendo del absoluto, 96%, 70% y 50%, por

5 minutos en cada uno. Finalmente se colocaron en agua destilada durante 5

minutos.

2. Recuperacion antigénica > el material histolégico se colocé en solucién

recuperadora de antigeno (Target Retrieval Solution, DAKO Co S1699)
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diluida 1:10. Posteriormente se calenté a 121° C por 10 minutos en autoclave.

Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se lavé con PBS por 5 minutos.

Bloqueo de peroxidasa endégena > Los cortes histolégicos se introdujeron

en una solucién de peroxido de hidrégeno al 3% en metanol durante 20

minutos. Enseguida se lavaron con PBS por 5 minutos.

. Anticuerpo primario > Se adicioné a cada laminilla 40 mL del anticuerpo

monoclonal el cual se diluyé 1:200 en PBS distribuyéndose en forma

homogénea sobre el corte histologico. La incubacion se realizé a 37° C en

camara humeda durante 30 minutos. Posteriormente se lavé en PBS por 5

minutos.

. Sustrato-cromégeno - Se adicioné 1 a 2 gotas de sustrato - cromogeno

(solucién reguladora con H,0,, PH 7.5-3.3 diaminobenzidina, EnVision +

System Peroxidase DAB, DAKO Co.).

. Tincion de contraste -> Los cortes histolégicos se introdujeron en

Hematoxilina de Harris durante 5 minutos, se lavaron con agua destilada por

5 minutos.

Deshidratacion - Los cortes se introdujeron en una serie de alcoholes de

concentraciones crecientes, partiendo de 50, 70, 96% y absoluto, durante 5

minutos en cada uno.
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8. Transparentacion - Las laminillas con los cortes se introdujeron de forma
secuencial en dos recipientes con xilol por 15 minutos cada uno.
Montaje - Las laminillas se separaron preparadas de forma permanente con resina

sintética Entallan (MERCK). (19)
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6. RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Durante el periodo se diagnosticaron 110 pacientes con linfoma No Hodgkin de

células B grandes, se incluyeron 84 pacientes, Los pacientes excluidos y los motivos

para ello se describen en la Figura 3.
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De los pacientes que se incluyeron, 40 fueron mujeres y 44 hombres, con edades

entre 20 y 95 afos. (tavlas)
Tabla 5. Edades.
Minima
Edad (afios) 20

Méaxima

95

Media
58.6

Dsv. Std.

16.6

Para fines del estudio, se dividié al grupo en 2 subgrupos etareos, menores de 60

afios (41 pacientes) y de 60 afios 0 mas (43 pacientes) (rapla 6)-

Tabla 6. Caracteristicas clinicas para IPI.

Género
Mujer
Hombre
Edad (afios)
<60
>60
DHL
Normal
Elevada
Estadio Clinico
Bajo (1y 2)
Avanzado (3y 4)
ECOG
Bajo (Oy 1)
Avanzado (>2)
Sintomas B
Sin
Con

(n=84)

40
44

41
43

51
33

35
49

78
6

30
54

%
47.6
52.4

48.8
51.2

60.7
39.3

41.6
58.4

92.8
7.2

35.7
64.3
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Los estadios clinicos segun la clasificacion de Ann Arbor observados
correspondieron a estadios avanzados 3 y 4 en el 58% de los pacientes. (ravla 6)Fig 4)

Figura 4.

Se midid la escala de desempefio segun la Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) (24), encontrando a 35 pacientes en ECOG bajo (0 y 1) y 49 pacientes en
ECOG avanzado (2 0 mas). (tabla 6)(Fig. 5)

Se reportd la deshidrogenasa lactica (DHL) normal en 51 pacientes (60.7%) y DHL
incrementada en 33 (39.3%).cravla 6y S€ reportaron 30 pacientes sin sintomas B

(35.7%) y 54 pacientes con sintomas B (64.3%). (rabla 6)
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Figura 5.

Se observo un indice Prondstico Internacional (IPl) de riesgo bajo (RB) en 27

pacientes, riesgo intermedio bajo (RIB) en 26 pacientes, riesgo intermedio alto (RIA)

en 14 pacientes y riesgo alto (RA) en 17 pacientes. rabia 7)(Fig. 6)

Tabla 7. Riesgo IPI.
Riesgo
Bajo
Intermedio bajo
Intermedio alto
Alto

27
26
14
17

32.1
31.0
16.7
20.2
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Figura 6.

La determinacién de actividad tumoral en médula 6ésea se bas6 en los reportes
histopatolégicos del departamento de Patologia humana Division de
Hematopatologia, y se observaron 77 médulas éseas sin datos de infiltracion

tumoral y 7 con actividad tumoral. rapia s)

Tabla 8. Infiltracién tumoral de la médula 6sea.

Sin 77 91.7
Con 7 8.3

Se reportd 1 paciente con VIH y LNHDCGB con afeccion primara del SNC en

estadio IVB, 1 paciente con VIH y LNHDCGB en estadio IVB extraganglionar
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primario gastrico, 1 paciente con VIH estadio clinico IIB y 9 pacientes con LNH

folicular G3.

Caracteristicas clinicas y respuesta a la quimioterapia.

La respuesta clinica observada al término del tercer mes de quimioterapia en los 84

pacientes fue la siguiente: 10 pacientes no tuvieron respuesta y 74 pacientes

tuvieron algun grado de respuesta, de la cual se observéo a 16 pacientes con

respuesta parcial a la quimioterapia y 58 pacientes con respuesta completa a la

quimioterapia. (tabia 9)(Fig. 7)

Tabla 9. Respuesta a la Quimioterapia.

Resp. completa
Resp. parcial

o falla parcial
Sin respuesta o
falla completa

(n =84)
58
16

10

% (n =84)
69.0 74
19.0
11.9 10
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Figura 7.

La tasa de respuesta temprana a la quimioterapia de acuerdo a los indicadores del

IPI se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas y respuesta a la quimioterapia

(n = 84) P RR IC 95%
Edad <60 afios 39 0.049 5.16 1.04 — 25.55
Género hombre 37 0.319 0.42 0.10-1.78
DHL normal 48 0.021 5.12 1.24-21.01
Estadio Clinico bajo 34 0.022 8.71 1.06 — 71.65
Ausencia de sintomas B 27 0.739 1.56 0.38-6.40
ECOG bajo 71 0.002 20.28 3.13-131.16
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Edad. Se observo una tasa de respuesta mayor en los sujetos menores de 60 afios
(RR 5.16, IC 95% 1.04 — 25.55; p = 0.049).

Género. No se observé una diferencia en la tasa de respuesta a la quimioterapia
entre hombres y mujeres (RR 0.42, IC 95% 0.10 — 1.78; p = 0.319).
Deshidrogenasa lactica. Se observd una mayor tasa de respuesta a la
guimioterapia en presencia de DHL elevada (RR 5.12, IC 95% 1.24 — 21.01; p =
0.021).

Estadio clinico Ann Arbor. Se observé una mayor tasa de respuesta a la
guimioterapia en presencia de estadios clinicos menos avanzados (RR 8.71, IC 95%
1.06 — 71.65; p = 0.022).

Sintomas B. No se observé una diferencia en la respuesta a la quimioterapia en
presencia de sintomas B (RR 1.56, IC 95% 0.38 — 6.40; p = 0.739).

Escala Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). Se observé una tasa
mayor de respuesta a la quimioterapia en presencia de un mejor desempefio ECOG
(RR 20.28, IC 95% 3.13 - 131.16; p = 0.002).

Marcadores celulares y respuesta clinica. (rabia 11

CD10. Se aplicé la técnica de inmunohistoquimica a 81 biopsias (96.4% de la
muestra total); al ser CD10 un marcador asociado a buen prondstico, en el presente

estudio se aplicé la prueba exacta de Fisher para asociar respuesta a la
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guimioterapia con la presencia de CD10+. No se observO una mayor respuesta
general a la quimioterapia en presencia de CD10+ (RR 0.52, IC 95%, 0.14 — 1.88; p
= 0.341), ni tampoco una mayor tasa de respuesta completa a la quimioterapia (RR

0.69, IC 95% 0.18 — 2.68; p = 0.732).(Tabla 12)

Tabla 11. Marcadores

(n) %
CD10+ 33 39.3
CD10- 48 57.1
CD10 sin reporte 3 3.6
Bcl2+ 63 75.0
Bcl2- 18 214
Bcl2 sin reporte 3 3.6
Ki67+ 32 38.1
Ki67- 45 53.5
Ki67 sin reporte 7 8.4

Bcl2. Se aplicé la misma técnica de inmunohistoquimica a 81 biopsias (96.4% de la

muestra total); al ser considerado un marcador de mal pronéstico se aplico la prueba

exacta de Fisher para asociar la falta de respuesta a la quimioterapia a la presencia

de Bcl2. No se observé una tasa mayor de falla general de respuesta a la

guimioterapia en presencia de Bcl2 (RR 0.93, IC 95%, 0.30 — 2.83; p = 1.000) y

aunque hubo una tendencia hacia una tasa mayor de falla completa a la

35



guimioterapia, esta no alcanzo significancia estadistica (RR 3.02, IC 95% 0.35 —
25.88; p = 0.435).(Tabia 12)

Ki67. Se aplicé la misma técnica de inmunohistoquimica a 77 biopsias (91.6% de la
muestra total); al ser también considerado un marcador de mal prondstico se aplico
la prueba exacta de Fisher para asociar la falta de respuesta a la quimioterapia a la
presencia Ki67+. No se observé una tasa mayor de falla a la quimioterapia en
presencia de Ki67+ (RR 0.78, IC 95%, 0.29 —2.10; p = 0.803) ni de falla completa a

la quimioterapia (RR 0.47, IC 95% 0.11 — 1.98; p = 0.502). (tabla 12)

Tabla 12. Marcadores y respuesta a la quimioterapia.

CD10+ (n) P RR IC 95%

Con respuesta 27 0.341 0.52 0.14-1.88

Resp. Completa 23 0.732 0.69 0.18 — 2.68
BCIl2+

Falla 19 1.000 0.93 0.30-2.83

Falla completa 10 0.435 3.02 0.35-25.88
Ki67+

Falla 9 0.803 0.78 0.29-2.10

Falla completa 3 0.502 0.47 0.11-1.98

En general, no se observd una asociacion entre los marcadores de superficie

evaluados y la tasa de respuesta a la quimioterapia, aunque la amplitud de los

intervalos de confianza sugieren una falta de poder estadistico en algunos casos.
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Para profundizar en el analisis, se llevd a cabo la evaluacion de los siguientes

subgrupos no pre-especificados inicialmente:

Infiltracion a la médula 6sea y respuesta a la quimioterapia. Se observlo una
tasa de menor respuesta general a la quimioterapia en presencia de infiltracion
tumoral de la médula 6sea (RR 0.16, IC 95% 0.03 — 0.86; p = 0.05) y una tasa de
menor respuesta completa a la quimioterapia (RR 0.12, IC 95% 0.02 — 0.75; p =

0.037). (tabla13)

Tabla 13. Infiltracién tumoral de la médula 6seay respuesta a
la quimioterapia.

(n) P RR IC 95%
Con respuesta 5 0.050 0.17 0.03 -0.66
Resp. Completa 3 0.037 0.12 0.02-0.75

Marcadores e infiltracion tumoral de la médula 6sea.
CD10 e infiltraciéon tumoral de la médula 6sea. No se observd una menor tasa de
infiltracion tumoral de la médula 6sea en presencia de CD10+ (RR 1.51, IC 95%

0.35 - 6.55; P = 0.710). (Tabla 14)
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Tabla 14. Infiltracion tumoral de la médula 6sea y asociacién a marcadores.

CD10+ 4 0.710 1.51 0.35-6.55
Bcl2+ 7 0.672 2.46 0.28 -21.34
Ki67+ 2 0.460 0.44 0.08 —2.38

Bcl2 e infiltracién tumoral de la médula 6sea. No se observé una mayor tasa de
infiltracion tumoral de la médula 6sea en presencia de Bcl2 (RR 2.46, IC 95% 0.28 —
21.34; p = 0.672). (Tabla 14)

Ki67 e infiltracién tumoral de la médula 6sea. No se observé una mayor tasa de
infiltracion tumoral de la médula 6sea en presencia de Ki67+ de (RR 0.44, IC 95%
0.08 — 2.38; p = 0.460). (tapla 14)

Respuesta clinica y asociacién de rituximab al tratamiento. No se observé una
mayor tasa de respuesta clinica a la quimioterapia en pacientes que recibieron

tratamiento asociado a rituximab (RR 1.44, IC 95% 0.38 — 5.36; p = 0.748).

38



Indice Prondstico Internacional (IPl) y marcadores. (rapia 15)

CD10 e IPI de Riesgo alto. No se observo un IPI de mayor riesgo en presencia de
CD10+ en este subgrupo (RR 1.51, IC 95% 0.44 — 5.17; p = 0.545).

Bcl2 e IPI de Riesgo alto. No se observo un IPI de mayor riesgo en presencia de
Bcl2+ (RR 1.63, IC 95% 0.35 - 7.43; p = 0.716).

Ki67 e IPl de riesgo alto. Se observo una tendencia de asociacion de IPI de riesgo
mayor en presencia de Ki67+ (RR 0.25, IC 95% 0.07 — 0.9; p = 0.062) aunque no

alcanzé significancia estadistica.

Tabla 15. IPI de riesgo alto y marcadores.

Marcadores IPI RA P RR IC 95%
CD10+ 8 0.545 151 0.44 -5.17
Bcl2+ 14 0.716 1.63 0.35-7.43
Ki67+ 5 0.062 0.25 0.07 - 0.94
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Respuesta a la quimioterapia e indice pronostico Internacional (IPI)

Respuesta a la quimioterapia e IPI de riesgo alto. Se observo una tasa menor de
respuesta general a la quimioterapia en presencia de IPI de riesgo alto (RR 0.074,
IC 95% 0.008 — 0.68; p = 0.010) y una tasa de menor respuesta completa a la

quimioterapia (RR 0.07, IC 95% 0.007 — 0.68; p = 0.014). (abia 16)

Tabla 16. IPI de riesgo alto y respuesta a la quimioterapia.

IPI RA (n) P RR IC 95%
Con respuesta 12 0.010 0.07 0.008 - 0.68
Resp. Completa 8 0.014 0.07 0.007 — 0.68
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7. DISCUSION.

Como es de esperarse, en el presente estudio se demuestra que cada una de las
caracteristicas clinicas que conforman el indice Pronostico Internacional (edad,
ECOG,4) estadio clinico de Ann Arbor, incremento de la DHL) pueden en conjunto y
cada uno por separado predecir la respuesta a la quimioterapia,13) excepto la
caracteristica de la presencia de sintomas B, en la cual no se observé una
asociacion estadisticamente significativa, tal como se reporta en la literatura. Esto
guiza se deba a una inadecuado registro de datos clinicos relevantes al momento de
realizar la entrevista inicial con el paciente y su historia clinica lo que favorece que
posteriormente sean subestimados en el seguimiento.

La intencion del estudio fue buscar una asociacion entre la presencia de los
marcadores celulares CD10, Bcl2 y Ki67 y una respuesta clinica determinada.
Basado en la literatura que describe a CD10gug1y como marcador de buen
prondéstico para la sobrevida, y a Bcl2 y Ki67 como marcadores de mal prondstico
para la sobrevida,o)21)(14) S€ €speraba una relacion directa con la respuesta clinica
temprana a la quimioterapia, o que no fue posible demostrar en este estudio. Esto,
probablemente debido a que la respuesta inicial a la quimioterapia no tiene una

relacion directa con la sobrevida, por lo que probablemente es necesario continuar
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el seguimiento de estos pacientes en el tiempo y buscar posteriormente la
asociacion de dichos marcadores ya no con la respuesta a la quimioterapia u
obtencion de la remisién completa, si no con la sobrevida a largo plazo. En el caso
del Bcl2 fue evidente un intervalo de confianza muy amplio tanto en el analisis
principal como en todos los analisis secundarios, lo que sugiere que el tamafio de la
muestra de soélo 81 biopsias sea insuficiente para otorgar suficiente poder
estadistico.

En el caso de Ki67 siendo un marcador de mal prondstico, es evidente la falta de
tamafo de muestra; es plausible considerar que siendo un marcador de replicacion
celular,14y Su presencia se asocie a una respuesta clinica al tratamiento ya que se
sabe que el efecto de la quimioterapia depende de la tasa de replicacion celular
tumoral o indice de replicacion, y como se describe en un estudio que incorpora las
caracteristicas clinicas comunmente empleadas y Ki67, su analisis demuestra el
efecto independiente de la proliferacion celular en la sobrevida. (14)

En el presente estudio no fue posible asociar el marcador CD10 con una respuesta
clinica favorable o desfavorable, a diferencia de lo que demuestra la literatura,
donde se describe como factor prondstico cuya ausencia se asocia a
comportamiento clinico desfavorable tal como mayor edad al momento de la

presentacion, morfologia de mayor grado y proliferacion difusa, particularmente el
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linfoma folicular.s Esta falta de asociacion del CD10 con una respuesta clinica es
probablemente atribuible a un tamafio de muestra insuficiente, ya que los otros
estudios realizados cuentan con tamafio de muestra mayor. Otra respuesta posible
es que la presencia de dichos marcadores celulares no guarden relacion
especificamente con la respuesta temprana a la quimioterapia.

Se realizé un subandlisis para evaluar la asociacion de la infiltracion tumoral de la
médula 6sea con la respuesta a la quimioterapia porque es un factor determinante
en la clasificacion del estadio clinico de Ann Arbor, ya que per se define un estadio
clinico avanzado. Como era de esperarse se demostr0 una asociacion entre la
infiltracion tumoral de la médula 6ésea y una menor respuesta a la quimioterapia. Al
realizar el analisis por subgrupos de respuesta clinica es evidente que la infiltracion
tumoral de la médula ésea no predice la falta de respuesta a la quimioterapia en
todos los subgrupos de respuesta clinica, particularmente aquellos con grados
intermedios de respuesta al tratamiento, de tal manera que soOlo es capaz de
predecir la falla completa a la quimioterapia, sin asociarse a una respuesta parcial.
(#(13)

También se realizé un subanalisis para asociar a los marcadores con la infiltracion
tumoral de la médula 6sea; distinto a lo descrito, CD10 y Ki67 no demostraron la

capacidad de predecir dicho comportamiento clinico. De igual manera a lo
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comentado respecto a la prediccion de respuesta en asociacion a los marcadores,
es probable que no sea posible observar esta asociacion esperada debido que el
presente estudio carece de un tamafo de muestra suficiente. (10y11)14)

Contrario a lo descrito en la literatura de especialidad, en el presente estudio no se
observd ninguna diferencia en la respuesta a la quimioterapia asociado a la
administracion de rituximab. Esta diferencia no puede ser atribuida al tamafio de la
muestra debido a que los articulos clasicos reportados en la presente década que
definen la eficacia y seguridad clinica del rituximab, encuentran significancia
estadistica en muestras con menos de 20 pacientes y con seguimientos tan breves
como 12 meses. ) Estas diferencias de respuesta tampoco pueden ser atribuibles
al tiempo de administracion del rituximab, aunque actualmente el estandar es
administrar una dosis de 375 mg/m? SC cada 2 meses hasta completar 8 dosis, al
inicio de la experiencia clinica con el empleo de esta farmaco en la presente década
se demostré que la administracion de la misma dosis semanal en 4 semanas, es
suficiente para asociarse a una sobrevida libre de evento de al menos 12 meses. 23
La observacion de esta respuesta en particular en el presente estudio puede ser
respondida con las observaciones realizadas en los estudios clinicos donde se ha
encontrado que ocurre un cambio fenotipico en la célula posterior a la quimioterapia

asociada a rituximab, donde los pacientes con linfoma CD20+ durante el tratamiento
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desarrollan recurrencia o progresion de la enfermedad asociada a una
transformacion del linfoma a CD20- en un 26.3%, particularmente aquellos con
linfoma folicular.4 Para confirmar las observaciones de la falta de respuesta
favorable con la quimioterapia asociada a rituximab en el presente estudio es
necesario continuar el seguimiento de estos pacientes por lo menos 12 meses y
buscar la asociacion a sobrevida libre de evento asi como extender la observacion
de todos aquellos pacientes que han recibido quimioterapia asociada a rituximab y
definir la probable existencia de un comportamiento fenotipico particular en la
poblacidbn mexicana, la cual tendria un cambio morfolégico temprano a linfoma
CD20 negativo.

En la blsqueda de la asociacion de los marcadores con el indice Prondstico
Internacional, se observo una tendencia a la significancia estadistica del marcador
Ki67 como probable factor prondstico independiente. Esta observacion es
congruente a lo descrito en articulos clasicos donde un alto indice de proliferacion
asociado a la expresion de Ki67 estima una sobrevida a 1 afio del 18%, comparado
con el 82% de los pacientes con bajo indice de proliferacion.u4) Es probable que de
esta estimacion se consiga significancia estadistica si se cuenta con un tamafio de

muestra superior, por lo que tendra que ser confirmado en un estudio posterior.
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Como era esperado, se observé una asociacion de indice Pronéstico Internacional
de riesgo alto con respuesta a la quimioterapia disminuida en comparacion con el
grupo de pacientes con IPI de riesgo bajo. Esta asociacion se encontré solamente
en las comparaciones de los distintos tipos de respuesta a la quimioterapia posibles
en el presente estudio y que involucran la respuesta completa. Esto no se observo
en los subgrupos analizados con respuestas parciales. Estas observaciones
interpretan que el IPI de riesgo alto predice una falla a la respuesta completa a la
guimioterapia, lo cual es de importancia ya que a la fecha no ha sido posible
encontrar un factor prondstico que identifique al subgrupo de pacientes con el

suficiente mal pronéstico clinico y que permita estratificar su tratamiento. (14
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8. CONCLUSIONES.

Los marcadores de superficie CD10 e intracelulares Bcl2 y Ki67 no son capaces de

predecir ningun tipo de respuesta temprana a la quimioterapia. La infiltracion tumoral

de la médula 6sea predice por si sola la falta de respuesta a la quimioterapia pero

no es util como factor prondstico independiente para la respuesta al tratamiento. La

presencia de los marcadores CD10, Bcl2 y Ki67 no se asocia a la infiltracion tumoral

de la médula 6sea. El marcador Ki67 parece tener asociacion a formas avanzadas

de la enfermedad tal como el IPI de riesgo alto. La administracion de Rituximab

asociada a la quimioterapia no mejor60 en este grupo la tasa de respuesta al

tratamiento. El IPI sigue siendo una herramienta clinica prondstica de utilidad en la

prediccidn de respuesta al tratamiento y su traduccion en sobrevida.
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9. PALABRAS CLAVE.

Linfoma: conjunto de enfermedades neoplasicas cuyo origen se encuentra en el

sistema linfatico.

Linfoma de Hodgkin: neoplasia linfoide descrita en 1932, derivado de células B y

caracterizada por la presencia de célula Reed — Sternberg.

Linfoma No Hodgkin: grupo heterogéneo de enfermedades neoplasicas que

surgen como resultado de mutaciones somaticas de un progenitor linfoide B, T o

NK.

Rituximab: anticuerpomonoclonal quimérico humano — murino, con regiones

constantes humanas tipo IgG1l y porciones variables ligeras y pesadas murinas

dirigidas contra la fosfoproteina transmembrana no glucosilada CD20 presente en

95% de las células B.

Respuesta temprana a quimioterapia: grado de respuesta a la quimioterapia que

se mide clinicamente al término del 3er ciclo de quimioterapia, aproximadamente en

la semana 21 desde el inicio del tratamiento.
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