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Impacto prondéstico de la sobreexpresién de MYC, BCL2 y/o BCL6 en pacientes con
Linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes

RESUMEN:

Antecedentes: El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) es el subtipo histolégico
méas comun del linfoma no Hodgkin y comprende un grupo heterogéneo de enfermedades
con caracteristicas morfolégicas, inmunofenotipicas y moleculares variadas. Se ha
informado que la sobreexpresion de MYC, BCL2 y BCL6, evaluada por inmunohistoquimica
(IHC), es un factor pronostico en el LDCBG,; pero los datos no son consistentes y, a veces,
contradictorios. La evaluacion de la expresion de MYC, BCL2 y BCL6 por IHC representa
una técnica rapida, econdémica y reproducible. Por lo tanto, estos representan
biomarcadores relevantes que deben probarse en estudios futuros utilizando nuevos
agentes para mejorar el prondstico del LDCBG. Sin embargo, se desconocia en nuestro
hospital el pronéstico en los pacientes con LDCBG que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o
BCL6.

Objetivos: El objetivo general fue evaluar el impacto pronéstico de la sobreexpresiéon de
MYC, BCL2 y BCL6 mediante la determinacion de la supervivencia global y la supervivencia
libre de progresion en una cohorte retrospectiva de LDCBG. Los objetivos especificos fue
la estimacion de la frecuencia de pacientes que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o BCLS6, asi
como la correlacién con factores prondstico ya conocidos en paciente con LDCBG.
Metodologia: Estudio retrospectivo y analitico, en el que se revisaron los expedientes de
pacientes con diagnostico de LDCBG con resultados de MYC (240%), BCL2 (=270%) y/o
BCL6 (=50%), determinados por IHC; entre enero de 2014 y diciembre de 2018. El analisis
univariado de las curvas de supervivencia se calcularon de acuerdo al método de Kaplan-
Meier, y las diferencias entre las curvas se evaluaron mediante la prueba de log-rank; para
el analisis multivariado se utilizo el método de Cox. Y la relacion entre variables se evaluo
con la prueba X? con una significancia estadistica de p <0.05.

Resulados: Al analizar la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 se observd que este
grupo de pacientes tenian una menor supervivencia global con una media de 24 meses,
estadisticamente significativa (p=0.000); lo mismo se observé cuando analizamos las
graficas de supervivencia libre de progresion, evidenciando que los pacientes que tenian la
sobreexpresion en células neoplasicas tuvieron una media de 7.8 meses, estadisticamente
menor (p=0.000).

Palabras Clave: MYC, BCL2, BCL6 en DLBCL: impacto pronéstico.



Prognostic impact of MYC, BCL2 and / or BCL6 overexpression in patients
with diffuse large B-cell non-Hodgkin lymphoma

SUMMARY:

Background: Diffuse large B-cell lymphoma (LDCBG) is the most common
histologic subtype of non-Hodgkin lymphoma and comprises a heterogeneous group
of diseases with varied morphological, immunophenotypic, and molecular
characteristics. Overexpression of MYC, BCL2 and BCL6, as assessed by
immunohistochemistry (IHC), has been reported to be a prognostic factor in LDCBG,;
but the data is not consistent and sometimes contradictory. Evaluation of MYC,
BCL2 and BCL6 expression by IHC represents a fast, inexpensive and reproducible
technique. Therefore, these represent relevant biomarkers that should be tested in
future studies using new agents to improve the prognosis of LDCBG. However, the
prognosis in patients with LDCBG that overexpress MYC, BCL2 and / or BCL6 was
unknown in our hospital.

Objectives: The overall objective was to assess the prognostic impact of MYC,
BCL2, and BCL6 overexpression by determining overall survival and progression-
free survival in a retrospective LDCBG cohort. The specific objectives were the
estimation of the frequency of patients who overexpress MYC, BCL2 and / or BCL6,
as well as the correlation with prognostic factors already known in patients with
LDCBG.

Methodology: Retrospective and analytical study, in which the records of patients
diagnosed with LDCBG with results of MYC (240%), BCL2 (=70%) and / or BCL6
(250%), determined by IHC; between January 2014 and December 2018. The
univariate analysis of the survival curves were calculated according to the Kaplan-
Meier method, and the differences between the curves were evaluated using the log-
rank test; For the multivariate analysis, the Cox method was used. And the
relationship between variables was evaluated with the X2 test with a statistical
significance of p <0.05.

Results: When analyzing the overexpression of MYC, BCL2 and / or BCL6, it was
observed that this group of patients had a lower overall survival with a mean of 24
months, statistically significant (p = 0.000); The same was observed when we
analyzed the progression-free survival graphs, showing that the patients who had
overexpression in neoplastic cells had a mean of 7.8 months, statistically lower
(p=0.000).

Key Words: MYC, BCL2, BCL6 in DLBCL: prognostic impact.



Impacto prondstico de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 en
pacientes con Linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes

1. ANTECEDENTES

El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) presenta diversas morfologias,
inmunofenotipos, aberraciones genéticas y cursos clinicos. Estas caracteristicas
varian segun las regiones geogréficas, lo que sugiere que la heterogeneidad
geografica es una caracteristica de este tipo de linfoma. EI LDCBG constituye el 31-
34% de todos los linfomas no Hodgkin en los paises occidentales, mas del 40% en
los paises asiaticos y el 45.8% en China. En méxico el LDCBG representa el 48%

del total de linfomas [1,2].

Se ha confirmado que el indice de prondstico internacional (IPI) (tabla 1), y el IPI
revisado (R-IPI) que pueden definir nuevos grupos de riesgo en pacientes tratados
con rituximab; y son pronosticadores validados para pacientes que reciben
quimioterapia estandar [3]. Sin embargo, existen diferencias considerables en el
resultado dentro de cada uno de los grupos de riesgo, lo que sugiere diferencias
biolégicas subyacentes que no estan abarcadas por los factores de riesgo de la
escala IPI [4]. Ademas, el perfil de la expresion génica ha estratificado al LDCBG en
subtipos moleculares prondsticos diferentes segun la célula de origen, incluidos los
de tipo centro germinal de células B (GCB), subtipos de célula B activados y LDCBG
sin clasificar [5,6]. Sin embargo, estos subtipos no predicen de manera confiable el

prondstico de los pacientes individuales [7].

Tabla 1. indice Pronostico Internacional (IPI)

Factor de riesgo Puntuacion
Edad < 60 afios

Edad >/= 60 afios

DHL sérica </= 1x valor normal
DHL sérica > 1x valor normal
ECOGO, 1

ECOG 2-4

Estadio Clinico I, Il

Estadio Clinico Ill, IV

Invasién extranodal </= 1 sitio
Invasion extranodal > 1 sitio
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Krol1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Li1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Ziepert1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Pfreundschuh1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Hussain1

Grupo de riesgo Puntuacion SG a5 afos (%) SLP a5 afios (%)

Bajo 0,1 73 70
Intermedio bajo 2 51 50
Intermedio alto 3 43 49
Alto 4,5 26 40

Diversos grupos [8] han propuesto una subdivision inmunofenotipica de LDCBG, no
especificada de otra manera (NOS, por sus siglas en inglés) en subgrupos de
células B (centro germinal y no centro germinal) como predictor de prondstico. Sin
embargo, en algunos estudios, esta subdivision inmunofenotipica no se correlaciona
con el prondstico [9,10], y actualmente no determina la terapia [11].

Estudios anteriores informaron el mal pronéstico de los reordenamientos de MYC
y BCL2 y/o BCL6 en el LDCBG, conocido como linfoma de doble hit (DHL) o
linfoma de triple hit (THL), detectada mediante el uso de técnicas citogenéticas
de hibridacion fluorescente in situ (FISH). En 2016, la revision de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) de la clasificacion del linfoma definié esto como una
nueva categoria de linfoma de células B de alto grado [12], el cual se presenta en
menos del 10% de pacientes con LDCBG. En comparacion, la sobreexpresion de
las proteinas MYC y BCL2 y/o BCLS6, los llamados linfomas doble expresores (DE)
o los triple expresores (TE), detectados por IHC, que son mucho mas comunes y
se presentan en el 20-30% de pacientes con LCCBG [13].

Ademas, estudios recientes proporcionan evidencia convincente de que una
poblacion de LDCBG caracterizada por la coexpresion de las proteinas MYC y
BCL2, identificada por IHC tienen un mal prondstico con la inmunoquimioterapia
estandar con rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona (R-
CHOP) [14-16]. Mas recientemente, Heike et al., informaron que una combinacién
de IHC y FISH predicen el resultado en pacientes con LDCBG independientemente
del IPI después del tratamiento con R-CHOP. La correlacién entre la sobreexpresion
de proteinas MYC, BCL2 y/o BCL6 y las translocaciones génicas, como
biomarcadores en el diagnéstico y pronostico del LDCBG, sugieren que la

sobreexpresion de proteinas de MYC, BCL2 y BCL6 se correlacionan positivamente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Hans1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Swerdlow1

con su translocacién génica; entonces, la sobreexpresion de la proteina MYC,
BCL2, BCL6 sugiere la posibilidad de translocacion. Por lo tanto, la deteccion
inmunohistoquimica de MYC, BCL2 y BCL6 son utiles en el diagndstico y pronéstico
de LDCBG [17] .

1.1 Sobreexpresion de la proteina MYC, BCL2 y BCL6

La sobreexpresion de la proteina MYC se produce en el 29-47% de los casos de
LDCBG, independientemente de la presencia de reordenamiento de MYC, y el
prondstico es particularmente malo si est4 sobreexpresion de MYC se acompafa
de la sobreexpresion de la proteina BCL2 [8,18,20,21]. Aunque la expresion de la
proteina MYC se produce en casi la mitad de los casos de LDCBG, el numero de
células positivas varia ampliamente, y el valor pronéstico depende de como se
define la sobreexpresion de MYC a través de inmunohistoquimica (es decir, el limite
para el porcentaje de células positivas a MYC). Generalmente, se utiliza un corte de
mayor o igual al 40% de células positivas para definir la sobreexpresion de MYC,
270% para BCL2 y 250% para BCL6 [10].

-

£

Figura 1. Sobreexpresion de proteinas en DLBCL medida por inmunohistoquimica. Los patrones de
tincion MYC-, BCL6- y p53 son nucleares, mientras que CD20 muestra patrones de tincion
citoplasmatica membranosa y BCL2. (A) Tincion con hematoxilinaosina. (B—F) Tinciones
inmunohistoquimicas (B) CD20. (C) BCL2. (D) BCL6. (E) MYC. (F) p53.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4121314/#pone.0104068-Horn1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470204515000054#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470204515000054#bib30
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-expression

1.2 Presentacion clinica

Los pacientes con sobrexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 no tienen una
presentacion clinica especifica [11,19]. Sin embargo, varios estudios informan una
mayor frecuencia de esta entidad en estadios IlI/IV, compromiso de la médula
O0sea, aumento de lactato deshidrogenasa (LDH), enfermedad extranodal que
incluye compromiso del SNC y una mayor puntuacion en el indice de prondéstico
internacional (IPI) en los pacientes con LDCBG que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o
BCL6 determinada por IHC [3,19,20].

1.3 Resultado clinico

Johnson et al. [22] demostraron que la coexpresion de MYC y BCL2 y/o BCL6, pero
no la sobreexpresion de MYC sola, se asocia con una peor supervivencia global en
pacientes con LDCBG.En el analisis multivariado, el resultado fue
significativamente peor para la supervivencia global, pero no para la supervivencia
libre de progresion, y fue independiente del IPIl y de la célula de origen.

Hu y sus colegas, mostraron que los pacientes con linfoma que sobreexpresan
MYC, BCL2 y/o BCLS6, a los que se les administr6 R-CHOP también tuvieron una
tasa de respuesta completa mas baja, una supervivencia global y una supervivencia
libre de progresibn mas corta a los 5 afios que los pacientes sin esta
sobreexpresion. Este mal resultado de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6
fue independiente de los subtipos de origen de la célula, la puntuacién de IPI, la
presencia de sintomas de células B y la presencia de mutacion TP53. Ademas, los
linfomas difuso de células B grandes que sobreexpresa MYC, BCL2 y/o BCL6
tienen una marcada predileccion por el subtipo histologico de linfocito B activadas,
sin embargo este subtipo histologico ya no esta asociado con una supervivencia
global inferior o una supervivencia libre de progresion después de excluir todos los
casos de linfomas que tiene doble expresion, es decir, sobreexpresion MYC, BCL2
y/o BCL6 [23] .
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470204515000054#bib41
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1470204515000054#bib46
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-marrow-disease
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1.4 Estrategias de tratamiento

El mal resultado de los linfomas doble y triple expresores esta relacionado con la
refractariedad a la quimioterapia. Sin embargo, algunos pacientes que logran una
respuesta completa después del tratamiento de primera linea logran tiempos de
supervivencia global sustanciales después de alcanzar esta respuesta completa,

que deberia ser el objetivo final [24].

Los linfomas que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o BCL6 pueden tener
diferentes mecanismos patolégicos en comparacion con los linfomas doble y triple
hit. Para linfomas doble hit, las alteraciones genéticas inducen la proliferacién y la
pérdida de control de los genes homeostéticos. Por lo tanto, apuntar a las rutas
de MYC y BCL2 podria controlar con éxito la proliferacion e inducir la capacidad de
respuesta a los agentes terapéuticos. Por el contrario, los pacientes con linfomas
doble expresores que pueden no tener alteraciones genéticas
en MYC y BCL2, pero si tienen una sobreexpresion de proteinas, lo que sugiere que
estan involucradas vias alternativas y que se requiere la inhibicién terapéutica de

estas vias alternativas.
1.5 R-CHOP en pacientes con Linfoma doble expresor de novo

Aungue es mejor que CHOP solo, el régimen de R-CHOP no parece dar resultados
satisfactorios en todas las series de linfomas doble y triple hit. Johnson y
colegas [25] demostraron que, para 11 pacientes con linfoma doble hit que
recibieron R-CHOP, la supervivencia global promedio fue de 1.4 afos, en
comparacion con 0.4 afios para los pacientes que recibieron CHOP. Oki y colegas
[26] demostraron que, para 57 (45%) de 127 pacientes con linfoma doble hit que
recibieron R-CHOP, solo 23 (41%) pacientes obtuvieron una respuesta completa,
una proporcién mucho menor que la de la LDCBG clasica, y supervivencia libre de
progresion y la supervivencia general fueron solo del 25% vy del 419%,

respectivamente.

Para los pacientes con doble expresion, la supervivencia general a los 5 afios fue

del 36% y la supervivencia libre de progresion a los 5 afios fue del 32%, en
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comparacion con el 71% y el 65%, respectivamente, para los pacientes con LDCBG
clasica. [22, 27] Perry y sus colegas [23] informaron un riesgo de muerte que fue
nueve veces mayor para los pacientes con linfomas doble expresores que para los

pacientes con LDCBG sin doble expresion a los que se les administr6 R-CHOP.

Con respecto al riesgo de enfermedad del SNC, un estudio [28] mostré que
la profilaxis intratecal reduce el riesgo de desarrollar enfermedad del SNC a los 3
afos, y otro grupo mostré ademas que el metotrexato intravenoso en dosis altas es
mas eficiente que la profilaxis intratecal; por lo tanto, se recomienda la introduccién
de dos ciclos de metotrexato en dosis altas después de una estrategia basada en

rituximab mas doxorrubicina [29]

1.6 Estrategias intensivas en Linfoma doble expresor de novo

Un estudio [30] ha demostrado que el rituximab y el etopdsido, prednisona,
vincristina y doxorrubicina dosis ajustado (DA-EPOCH-R), un régimen intensivo,
proporcionan resultados comparables para pacientes con LDCBG que tuvieron
reordenamientos de MYC (supervivencia libre de progresion durante 4 afos, 83%
frente al 76%). Ademas, este régimen también mejora el resultado en pacientes con
linfoma doble hit en comparacion con el tratamiento con R-CHOP [31], con una tasa
de respuesta completa mas alta (68% frente a 40%), mayor supervivencia libre de
progresion (67% frente a 25% a los 2 afios; 67% frente a 20% a los 3 afios), y una
supervivencia general mas prolongada (76% frente a 41% a los 2 afios; 76% frente

a 35% a los 3 afios).

Petrich y sus colegas [32] demostraron que 64 pacientes que recibieron DA-
EPOCH-R tuvieron una mejor supervivencia general y libre de progresién que 100
pacientes que recibieron R-CHOP. Ademas, otros regimenes intensivos, como R-
hyperCVAD (rituximab mas ciclofosfamida hiperfraccionada, vincristina,
doxorubicina y dexametasona) o R-CODOX-M/IVAC (rituximab mas ciclofosfamida,
doxorrubicina, metrotrexate, citarabina) tienen mayores tasas de respuesta

completa y una supervivencia mas larga sin progresion que R-CHOP [33]. Sin
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embargo, hasta ahora estos analisis han sido retrospectivos vy, por lo tanto, tienen

limitaciones inherentes que comprometen las conclusiones definitivas.

Los pacientes con linfoma de doble expresores, que se caracteriza por
reordenamientos de MYC vy BCL2 o BCL6, enfrentan prondsticos
deficientes. Ademas, el impacto de los factores clinicos basales, la terapia de
induccion y el trasplante de células madre en los resultados de 311 pacientes con
linfoma doble expresor sin tratamiento previo. En la mediana de seguimiento de 23
meses, la mediana de supervivencia libre de progresiony las tasas de supervivencia
general entre todos los pacientes fueron de 10,9 y 21,9 meses,
respectivamente. Cuarenta por ciento de los pacientes permanecen libres de
enfermedad y 49% permanecen vivos a los 2 afios. La induccion intensiva se asocio
con una mejor SLP, pero no con la SG, y el trasplante de células madre
hematopoyéticas no se asocié con una mejor OS entre los pacientes que lograron
la primera remision completa (p= 0.14). Mediante el andlisis multivariante, la etapa
avanzada, la afectacion del sistema nervioso central, la leucocitosis y la DHL > 3
veces el limite superior de la normalidad se asocié con un mayor riesgo de
muerte. Y, por lo tanto, un subconjunto de pacientes de con linfoma doble expresor
puede curarse, y algunos pacientes pueden beneficiarse de la induccién intensiva
[39].

1.7 Desarrollo de nuevos agentes
1.7.1 Agentes dirigidos a la expresién de las proteinas MYC, BCL2 y BCL6:

No hay datos disponibles sobre la eficacia de farmacos como la lenalidomida y los
inhibidores de BTK que atacan los subtipos de LDCBG (es decir, células B activadas
o células del centro germinal ) en pacientes con sobreexpresiéon de MYC, BCL2 y/o
BCL6. La proteina de choque térmico H1/105 (HSPH1) es una chaperona que se
sobreexpresa en LDCBG, y su expresion esta asociada con la expresion de MYC y
la agresividad del linfoma. La desactivacion de HSPHL1 indujo la regulacién negativa
de MYC, BCL2 y BCL6 e inhibi6 la proliferacién de células de linfoma y disminuyd

la neoangiogénesis en un modelo de raton con linfoma [23].
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La familia BCL2 también representa un objetivo para los linfomas doble
expresores. Navitoclax (ABT-263), un inhibidor de BCL2, mostré actividad
anticancerosa en un ensayo de fase 1 de pacientes con neoplasias malignas
linfoides, pero se informaron toxicidades con trombocitopenia grave [34].
Venetoclax (ABT-199), un inhibidor de BCL2 disefiado para reducir la toxicidad
plaguetaria, mostré6 una actividad antitumoral prometedora en un modelo
de xenoinjerto de LDCBG (un ensayo de fase 1, NCT01594229, esta en marcha) e
impresionantes tasas de respuesta y supervivencia libre de progresion en pacientes
con leucemia linfocitica crénica [35], pero se informé resistencia que podria estar
relacionada con la expresion de MCL1, un gen objetivo de MYC que codifica un
regulador apoptético que es importante en la supervivencia de células de linfoma de
células B positivas para MYC [29]. La seleccién de rutas de PI3K / AKT / mTOR
reduce la expresion de MCL1 y actia de forma sinérgica con ABT-737,
disminuyendo asi la posible resistencia. Los inhibidores de la quinasa dependiente
de ciclina (CDK) también se pueden usar para apuntar a MCL1 [30]. Dinaciclib, un
inhibidor de CDK en lafase 1y 2 en el desarrollo del mieloma multiple y la leucemia
linfocitica cronica (NCT01515176 ), se dirige a CDK9 y se ha demostrado que tiene
actividad preclinica en lineas celulares y modelos de ratén [36]. La actividad de
venetoclax se ha validado en lineas celulares de DHL y THL, y la administracion
conjunta de venetoclax y JQ1 suprimié en gran medida el crecimiento de las células
THL [34]. Los inhibidores de BCL6 han mostrado una actividad preclinica
prometedora en los modelos LDCBG[35]y podrian ser (tiles
para MYC - BCL6 DHL.

Otras terapias dirigidas al metabolismo del cancer dependiente de MYC también
podrian usarse en linfomas doble y triple hit, asi como doble y triple expresores. Se
estan desarrollando agentes dirigidos al metabolismo de la glucosa, que se regula
al alza en las células que sobreexpresan MYC. Un ejemplo de tal agente es
AZD3965, un inhibidor especifico del transportador de monocarboxilato (MCT1),
gue causa la acumulacion de lactato, disminuye el pH celular e inhibe la glucolisis y
el crecimiento del linfoma en ratones. AZD3965 se esta probando en un ensayo de
fase 1 (NCT01791595) para detectar LDCBG y otros canceres solidos.
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La expresion aberrante de la proteina MYC induce la expresion de aurora quinasas
A y B, y el andlisis de los datos del proyecto de perfil molecular de linfoma/
leucemia mostro que la expresion de estas quinasas esta asociada con la expresion
de MYC y BCL2 en LDCBG. En un modelo de ratén con LDCBG agresivo que
coexpresa MYC y BCL2, la combinacion del inhibidor de la aurora
quinasa alisertib con rituximab y vincristina indujo letalidad sintética y una posible
cura [35].

MYC también se expresa en otras neoplasias malignas solidas, y se han estudiado
nuevos agentes dirigidos a la via o expresion de MYC en estos tipos de tumores
[37]. AZD1208, un inhibidor de la PIM (una quinasa que se ha vinculado a la
tumorogénesis inducida por MYC), se ha investigado en un modelo de ratén para el
cancer de préstata en el que indujo inhibicion de la proliferacion y apoptosis [38].

Para desarrollar y evaluar nuevas terapias, se ha desarrollado un nuevo modelo de
ratobn de DHL MYC - BCL2 humanizado que recapitula los aspectos patolégicos

y clinicos de la DHL humana resistente a la quimioterapia y al rituximab [39].
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2. PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sobreexpresion de la proteina MYC se produce en el 29-47% de los casos de
LDCBG, independientemente de la presencia de reordenamiento de MYC, y el
pronoéstico es particularmente malo si esta sobreexpresion de MYC se acompafia

de la sobreexpresion de la proteina BCL2 y/o BCL6.

Desde hace 20 afos, se observo que el prondstico adverso de la sobreexpresion de
MYC empeoraba cuando coexiste con la sobreexpresion de BCL2 (es decir, en la
doble expresion). Ademas, es importante destacar que el linfoma doble expresor es
mas comun que los doble vy triple hit, y es diferente, aunque el 80 a 90% de los
pacientes con linfoma doble o triple hit también expresan tanto MYC como BCL2.
Los pacientes con LDCBG doble y triple expresores muestran una escasa
supervivencia frente a los regimenes de tratamiento actuales. BCL2, una proteina
anti apoptotica, es otro factor critico para la supervivencia de las células del linfoma
y su sobreexpresion se asocia con muchas neoplasias malignas linfoides con
resistencia terapéutica. Por ello, existe la necesidad de mejores modalidades de
tratamiento para abordar este desafio clinico no cumplido. Aun con el mejor
tratamiento disponible, y a pesar de contar con escalas de riesgo certeras, una
cantidad importante de pacientes presentan enfermedad refractaria, recaida o

muerte por linfoma.

Por lo tanto, es importante realizar mas investigaciones de la sobreexpresion de
MYC, BCL2 y/o BCL6 las cuales se relacion con el comportamiento biol6gico del

linfoma, ayudando a mejorar los factores prondésticos establecidos hoy en dia.

Preguntas de Investigacion:
¢, Cual es la supervivencia global y supervivencia libre de progresion en los pacientes
con LDCBG que tienen la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 diagnosticados

en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”?
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3. JUSTIFICACION

Los linfomas difusos de células B grandes con aberraciones en MYC, BCL2
y/o BCL6 por alteraciones genéticas o determinado por la sobreexpresion de
proteinas, representan un grupo de linfomas de células B de alto grado con
resultados inferiores cuando se tratan con quimioterapia estandar como el
esquema R-CHOP. Como resultado, se han sugerido regimenes de induccion

intensificados en un esfuerzo por mejorar los resultados de estos pacientes.

La refractariedad de la quimio-inmunoterapia es problematica y las tasas de recaida
son altas. Los pacientes con linfoma que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o BCL6
parecen tener un mayor riesgo de afectacion del sistema nervioso central. Sin
embargo, no hay pruebas suficientes disponibles hasta la fecha para recomendar
enérgicamente a favor o en contra deltrasplante de células madre
hematopoyéticas en esta poblacidén. Por lo tanto, se necesitaran ensayos clinicos
para establecer un régimen terapéutico preferido y un estandar de atencion

adecuado en este grupo unico de pacientes con LDCBG.

El mal pronéstico de los pacientes con LDCBG tratados con CHOP cuyos tumores
presentan sobreexpresiones de MYC, BCL2 y/o BCL6 esta bien establecido. Mas
recientemente, el impacto prondstico negativo de las translocaciones de MYC

también se ha confirmado en pacientes tratados con R-CHOP.

Por esta razén consideramos necesario evaluar si la sobreexpresion de MYC, BCL2
y/o BCL6 en linfomas no Hodgkin difuso de células B grandes, de los pacientes
tratados en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, se asociaba a una
disminucion en la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad, o a los
factores de mal pronéstico ya conocidos (edad, escala ECOG, estadio clinico,

invasion extranodal, elevacion de DHL, subtipo histoldgico).
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4. HIPOTESIS

La supervivencia global y supervivencia libre de progresion en los pacientes con

linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o

BCL6 al diagnéstico, es inferior a la supervivencia global y supervivencia libre de

progresion de los pacientes que no sobreexpresan estas proteinas.

5. OBJETIVOS

5.10bjetivo General:

Determinar la supervivencia global y supervivencia libre de progresion en los
pacientes con diagnadstico de linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes
que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o BCL6, diagnosticados en el Hospital

General de México “Dr. Eduardo Liceaga”

5.20bjetivos Especificos:

Identificar la indicencia de los pacientes con linfoma no Hodgkin difuso de
células grandes B tratados en el Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga” que sobreexpresan MYC, BCL2 y/o BCLG6.

Evaluar la asociacion entre la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 con
la edad, elevacion de la deshidrogenasa lactica, escala ECOG, estadio
clinico, invasion extranodal en pacientes con linfoma no Hodgkin difuso de
células B grandes tratados en el Hospital General de México “Dr. Eduardo
Liceaga”.

Evaluar la asociacion entre la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 y el
subtipo histolégico de linfoma no Hodgkin difuso de células grandes B en

pacientes tratados en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.
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6. METODOLOGIA
6.1 Tipo y disefio de estudio:

Retrospectivo, analitico, observacional, transversal.

6.2 Poblacion:

Se revisaron los expedientes clinicos de pacientes con diagnéstico de linfoma no
Hodgkin difuso de células B grandes, y se seleccionaron a los pacientes que
contaban con reporte de Inmunohistoquimica compatible con la sobreexpresion de
MYC (240%), BCL2 (=70% y/o BCL6 (=50%); diagnosticados entre enero de 2014

a diciembre de 2018 en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.

6.3Tamafno de la muestra:

El tamafio de la muestra se determiné utilizando el programa G*Power 3.1.9.2 para
determinar la potencia estadistica. Para el célculo de x? se utilizaron las Pruebas de
bondad de ajuste. Calculo del tamafio de muestra requerida:

Parametros de entrada:

Tamafio del efecto w = 0.3

Error a probable = 0.05

Poder 1-3 (error probable) = 0.95

Grados de libertad =5

Parametros de salida:

Parametro de no centralidad A = 19.8000000
X2 critica = 11.0704977

Tamario total de la muestra = 220

Poder actual = 0.9502155

20



220

200

:

Total sample size
3
1

i G*Power3.19.2 X
File Edit View Tests Calculator Help
Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses
critical X2 =11.0705
0.154
0.1+
0.054
- e, WD o -euy - \
B\ .-« g
\/ e =
0 e o r . . e r
0 10 20 30 40 50 60
Test family Statistical test
’x'-’ tests Al If‘ d of-fit tests: C gency tables vi
Type of power analysis
\A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size v |
Input Parameters Output Parameters
Determine => Effect size w 03 Noncentrality parameter A 15.8000000
o err prob 0.05 Critical x* 11.0704977
Power (1-8 err prob) 0.95 Total sample size 220
Df S Actual power 0.9502155

X-Y plot for a range of values

| | calculate

xZ tests - Goodness-of-fit tests: Contingency tables
Df = 5, o err prob = 0.05, Effect sizew = 0.3

140
120
100
T v T b T v T v T T T v T v T
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 09 0.95

Power (1-§ err prob)

21



6.4Criterios de inclusion, exclusion:

Criterios de inclusioén:

- Expedientes clinicos de pacientes de ambos sexos y mayores de 18 afios
edad.

- Expedientes clinicos con diagndstico de linfoma no Hodgkin difuso de células
B grandes y que contaran con reporte de Inmunohistoquimica para MYC
(240%), BCL2 (=70%) y/o BCL6 (=50%).

- Expedientes clinicos que contaran con estudios de laboratorio y gabinete al
diagndéstico necesarios para establecer su riesgo mediante la escala de IPI.

- Expedientes clinicos de pacientes que hubieran recibido tratamiento de
primera linea.

- Expedientes clinicos que contaran con estudios de imagen (Tomografia axial
computarizada o Tomografia por emision de positrones) para la evaluaciéon

de la enfermedad al término del tratamiento.

Criterios de exclusion:
- Expedientes con diagnostico de linfoma no Hodgkin difuso de células B
grandes que no hubieran recibido tratamiento o seguimiento en el Hospital

General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.
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6.5Definicién de las variables:

- Variables dependientes (Tabla 2):

Variables
dependientes
Supervivencia
Global

Supervivencia Libre

de Progresién

Tipo de Respuesta
al final del
tratamiento

Definicion operacional

Tiempo transcurrido entre
el diagnéstico de la
enfermedad y la muerte.

Tiempo transcurrido entre
el diagndstico de la
enfermedad y la
presencia de recurrencia,
refractariedad o muerte
Respuesta obtenida al
final de cada linea de
tratamiento

Tipo de
variable
Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

- Variables independientes (Tabla 3):

Variables
independientes

Edad

Sexo

Niveles séricos de
Deshidrogenasa
lactica (LDH)

Escala ECOG
(Eastern
Cooperative
Oncology Group)

Estadio clinico

Definiciéon

operacional
Tiempo transcurrido
desde el nacimiento de
un ser vivo
Condicion organica
que distingue a los
hombres de las
mujeres
Concentracién de LDH
al momento del
diagnéstico de Linfoma
no Hodgkin

Escala que valora la
evolucion de las
capacidades del
paciente en su vida
diaria manteniendo al
maximo su autonomia
Grado de afeccion del
linfoma basado en la
clasificacién de Ann
Arbor

Tipo de
variable

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Escala de
medicién
Continua

Continua

Ordinal

Escala de
medicién

Continua

Nominal

Ordinal

Ordinal

Ordinal

Valores

Meses

Meses

0: Respuesta
Completa

1: Respuesta
Parcial

2: Enfermedad
estable

3: Progresion

Valores

ARos

0: hombre
1: mujer

0: LDH sérica >1
pero > 3x valor
normal

1: LDH sérica > 3x
valor normal

0: ECOG 0,1

1: ECOG 2,3,4.

O:ECL I
1. EC I, IV
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Invasion extranodal

Subtipo de linfoma
no Hodgkin difuso
de células B
grandes

Escala IPI

Expresion de MYC
en los linfocitos B
neoplasicos del
tejido diagndstico
de LDCBG
Expresion de BCL2
en los linfocitos B
neopléasicos del
tejido diagndstico
de LDCBG
Expresion de BCL6
en los linfocitos B
neoplasicos del
tejido diagndstico
de LDCBG
Tratamiento de
primera linea

Invasion del Linfoma
en Médula 6sea,
sistema nervioso
central, higado, tracto
gastrointestinal o
pulmones.
Subclasificacién del
LDCBG como centro
germinal o no centro
germinal

Escala prondstica para
pacientes con linfoma
no Hodgkin difuso de
células grandes B
Expresion de MYC
medida por
inmunohistoquimica

Expresion de BCL2
medida por
inmunohistoquimica

Expresion de BCL6
medida por
inmunohistoquimica

Esquema de
guimioterapia recibido
después del
diagnéstico

6.6 Procedimiento:

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Nominal

Nominal

Ordinal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

0:
1:

0:
1:

ausente
presente

centro germinal
no centro

germinal

= O = O

N~ O

POWNRON

: no clasificable

Bajo

. Intermedio bajo
. Intermedio alto

Alto

: hegativo
: Positivo (240%)

' negativo
: Positivo (270%)

: hegativo
: Positivo (250%)

: R-CHOP
: Otro
: Ninguno

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes con Linfoma no Hodgkin

difuso de células B grandes, diagnosticados entre enero de 2014 a diciembre de

2018 en el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, y se extrajeron los

porcentajes, determinados por IHC, que indiquen la sobreexpresion de MYC
(240%), BLC2 (=70%) y/o BLC6 (=50%); ademas se obtuvieron los datos de los

estudios de laboratorio y gabinete al diagnéstico necesarios para establecer su

riesgo mediante la escala de IPI.
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6.4 Andlisis Estadistico:

Para el analisis de los datos obtenidos se utilizo el programa IBM SPSS stadistics22.
El andlisis univariado de la supervivencia global y supervivencias libre de progresion
se realizaron por el método de Kaplan-Meier, la comparacién entre distintas curvas
se realizé mediante el test log-rank; para el analisis multivariado se utilizé el metodo
de Cox. Y para la relacion entre variables se utiliz6 la prueba X2 con una significancia

estadistica de p<0.05.

7. RESULTADOS:

Se obtuvo un total de 354 casos de pacientes con LDCGB diagnosticados en el
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” entre enero del 2014 y junio del
2018; de los cuales 220 fueron analizables al aplicar los criterios de inclusion,

exclusion.

En la Tabla 4. se describen las caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes con LDCBG incluidos en el estudio. El 56.36% de los pacientes eran
hombres; 50.46% de los pacientes eran mayores de 60 afios; con una edad media
al diagnéstico de 58 afios. El 60.91% presentaban una escala ECOG mayor o igual
a 2; 67.73% se diagnosticaron en estadios clinicos 1l 6 1V; 63.64% tenian elevacion
del valor de la DHL sérica; el 62.27% de los pacientes sufrian invasion extranodal;
el subtipo histolégico mas frecuente fue del centro germinal con 56.40%. Al aplicar
la escala IPI, el grupo mas frecuente fue el de pacientes con un riesgo intermedio
alto con un 26.81%. El 30% de los tejidos analizados sobrexpresaban MYC, en el
27.3% se encontrd sobrexpresion BCL2, y la sobrexpresion de BCL6 fue del 10%

en las células neoplasicas.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con LDCBG

Variable

Sexo

Masculino

Femenino

Grupos de edad

< 60 afios

> 60 afios

Escala ECOG

0,1

2,34

Estadio clinico (Ann Arbor)
[, 1l

1, 1v

Nivel sérico de DHL
Normal

>1 vez </=3 veces lo normal
>3 veces valor normal
Invasion extranodal
Ausente

Presente

Subtipo histologico
Centro germinal

No centro germinal
No clasificable

Escala de riesgo IPI
Bajo

Intermedio bajo
Intermedio alto

Alto

Doble y Triple expresor
Negativo

Positivo
Sobrexpresién de MYC
Negativo

Positivo
Sobrexpresion de BLC2
Negativo

Positivo
Sobrexpresién de BCL6
Negativo

Positivo

MYC+BCL2
MYC+BCL6
MYC+BCL2+BCL6

n=220

124
96

109
111

86
134

71
149

80
112
28

83
137

124
85
11

49
57
59
55

154
66

154
66

160
60

198
22
44

6
16

Porcentaje (%)

56.36
43.64

49.54
50.46

39.09
60.91

32.27
67.73

36.36
50.92
12.72

37.73
62.27

56.40
38.60
5.00

22.27
25.90
26.81
25.02

70.00
30.00

70.00
30.00

72.70
27.30

90.00
10.00

20.00
2.70
7.30
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El tratamiento y respuesta al tratamiento de los pacientes con LDCBG se describien
en la Tabla 5; el 80.5% de los pacientes recibieron tratamiento con esquema
RCHOP (Rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona); 68.6%
recibieron Gnicamente una linea de tratamiento. EI 70% de los pacientes
permanecian vivos al momento de la dltima consulta, y el 64.5% estaba en

respuesta completa .

Tabla 5. Tratamiento y respuesta en pacientes con LDCGB

. B Porcentaje

Tratamiento n=220 (%)
Esquema
RCHOP 117 80.5
Otro 18 8.2
Ninguno 25 11.4
Numero de lineas recibidas
1 151 68.6
2 36 16.4
3 0 méas 8 3.6
Ninguno 25 11.4
Respuesta después de la primera linea de
tratamiento
Respuesta completa 125 56.8
Respuesta Parcial 18 8.2
Enfermedad estable 2 0.9
Progresion 27 12.3
No valorada 48 21.8
Respuesta al final de todas las lineas
Respuesta completa 142 64.5
Con actividad neopléasica 12 5.5
Defuncién 66 30.0
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Supervivencia en los pacientes con LDCBG

Supervivencia global:

En el analisis de supervivencia de los pacientes con Linfoma Difuso de Células B
grandes encontramos que la supervivencia global media de la poblacion general de
pacientes fue de 32 meses, y la mediana de supervivencia global no fue alcanzada
(Figura 2).

0s

06

04

Supervivencia acumulada (%)

0z

00

Meses

Figura 2. Supervivencia Globlal para la poblacién general de pacientes con LDCBG

Posterior al analisis univariado se encontrd que la supervivencia global disminuyo
de manera significativa en aquellos pacientes con Doble y Triple expresion
(p=0.000) y la presencia de invasion extranodal (p=0.031); a diferencia de la edad,
ECOG, estadio clinico y el valor de DHL gue no se asociaron a menor supervivencia
global (Tabla 6 y Figura 5).
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Supendvencia acummkada (%)

Tabla 6. Andlisis univariado de supervivencia global dependiente de las
variables analizadas

Supervivencia media

Variable (meses, IC 95%) Valor p
Grupos de edad
< 60 afios 33.01 (30.21-35.81) 0.179
>60 afios 31.10 (28.08-34.12)
Escala ECOG
0,1 31.14 (27.71-34.57) 0.417
2,34 32.47 (29.91-35.04)
Estadio clinico (Ann Arbor)
I, 1l 33.39 (30.20-36.58) 0.238
I, 1v 31.51 (28.82-34.19)
Nivel sérico de DHL
Normal 31.33 (28.38-34.28) 0.448
Elevada 31.82 (29.10-34.55)
Invasion extranodal
Ausente 34.52 (31.57-37.47) 0.031
Presente 30.31 (27.48-33.14)
IPI:
Bajo 34.8 (31.1-38.6)
Intermedio bajo 28.9 (25.1-32.8) 0.55
Intermedio alto 32.1 (28-32.6)
Alto 30.6 (26.3-34.8)
Doble y Triple expresor
Negativo 35.35 (33.19-37.51) 0.000
Positivo 24.66 (20.89-28.43)

oa

0.4

oo

Figura 5, Supervivencia glebal dependients de la invasién extransdal

Ha inverién sxtranadal (n=83)

lnwesidn Cxtranadal (n=137)

30

mases

p=0.031

50
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La media de supervivencia global fue de 35.35 meses (IC 95% 33.19-37.51) para el
grupo no expresor y de 24.66 meses para los Doble y Triple expresores (IC 95% 20.89-
28.43) con valor de p=0.000; la mediana de supervivencia global no se alcanz6 para el
grupo de pacientes no expresores, y para el grupo Doble y Triple expresor la mediana de
supervivencia global fue de 15 meses (IC 95% 11.64-18.35) (Figura 3).

Mo sebreexpresién de MY, BCL2 y/o BCLE (n=154)
08

06

04

Supervivencia acumulada (%)

Sobreexpresion de MYC, BCLZ y/o BCLS positive (n=68)

0z

=0.000
0o P

meses

Figura 3. Supervivencia global dependiente de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6
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Supervivencia libre de progresion:

La supervivencia libre de progresion si disminuyd de manera significativa en
aguellos pacientes Doble y Triple expresores con una media de 7.83 meses (IC 95%
2.51-13.16) con valor de p=0.000; y la mediana de supervivencia libre de progresion
fue de 3 meses (IC 95% 0.136-5.864) (Figura 3).

08 Mo sobrexpresién de MYC, BCL2 y /o BCLS (n=154)

04

Supervivencia acumulada (%)

Sobrexpresién de MYC, BCL2 y/o BCLS (n=66)
0z

p=0.000
0.0

meses

Figura 4. Supervivencia libre de progresién dependiente de la sobrexpresién de MYC, BCL2 y/o BCL&
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La supervivencia libre de progresion disminuy6 de manera significativa en aquellos
pacientes con Doble y Triple expresion (p=0.000), a diferencia de la edad, ECOG,
estadio clinico, el valor de DHL y la invasion extranodal no se asociaron a menor

supervivencia libre de progresion (Tabla 7).

Tabla 7. Analisis univariado de supervivencia libre de progresion
dependiente de las variables analizadas

Supervivencia media

Variable (meses. IC 95%) Valor p
Grupos de edad
<60 afios 22.55 (19.61-25.48) 0.694
>60 afios 24.62 (21.19-28.05)
Escala ECOG
0,1 24.61 (20.70-28.53) 0.910
2,34 22.95 (20.40-25.51)
Estadio clinico (Ann Arbor)
I, Il 22.64 (19.05-26.23) 0.584
[, v 24.84 (21.72-27.96)
Nivel sérico de DHL
Normal 22.39 (18.94-25.84) 0.575
Elevada 24.46 (21.35-27.57)
Invasiéon extranodal
Ausente 25.85 (22.94-28.76) 0.089
Presente 22.81 (19.55-26.06)
Doble y Triple expresor
Negativo 27.40 (25.62-29.19) 0.000
Positivo 7.83 (21.86-26.82)
IPI
Bajo 26.45(21.80-31.10)
Int Bajo 24 (20.21-27.80) 0.160
Int Alto 24.16(20.57-27.78)
Alto 19.35(14.93-23-77)
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Correlacién de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 con otras variables

clinicas:

Se realizo un analisis de la correlacion de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6

con variables clinicas donde no se encontrd asociacion significativa entre la doble y

triple expresion de células neoplasicas con las demas variables como la edad, sexo,

ECOG, estadio clinico, niveles de DHL, subtipo histolégico, escala prondstica de IPI

(Tablas 8).

Tabla 8. Correlacion entre la Sobrexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 con el

Variable

Grupos de edad
< 60 anos

> 60 afos
Sexo
Masculino
Femenino
Escala ECOG
0,1

2,34

Estadio clinico (Ann Arbor)

I, 1l

I, 1Iv

Nivel sérico de DHL
Normal

Elevada

Invasion extranodal
Ausente

Presente

Subtipo histolégico
Centro germinal
No Centro germinal
No clasificable
Escala de riesgo IPI
Bajo

Intermedio bajo
Intermedio alto
Alto

resto de las variables

Doble y Triple
Expresores (%)

28 (42.42)
38 (57.57)

34 (51.51)
32 (48.48)

26 (39.39)
40 (60.60)

23 (34.84)
43 (65.15)

32 (48.48)
34 (51.51)

25 (37.87)
41 (62.12)

34 (51.51)
27 (40.90)
5 (7.57)

24 (36.36)
12 (18.18)
11 (16.66)
19 (28.78)

Negativo (%)

82 (53.24)
72 (46.75)

90 (58.44)
64 (41.55)

60 (38.96)
94 (61.03)

48 (31.16)
106 (68.83)

48 (31.16)
106 (68.83)

58 (37.66)
96 (62.33)

90 (58.44)
58 (37.66)
6 (3.89)

25 (16.23)
45 (29.22)
48 (31.16)
36 (23.37)

0.141

0.342

0.952

0.593

0.014

0.796

0.413

0.002

Valor p
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El andlisis multivariante se identificé que el Unico factor independiente que afectd
negativamente al sistema operativo fue la sobrexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6
(Tabla 9.)

Tabla 9. Analisis multivariado de supervivencia global dependiente de las
variables analizadas

Variable Hazard ratio (95% IC) Valor p
Edad >60 afos 1.27 (0.77-2.09) 0.344
Escala ECOG >/=2 0.77 (0.47-1.27) 0.311
Estadio clinico (Ann Arbor) IlI, IV 1.29 (0.75-2.2) 0.343
DHL elevada 1.48 (0.88-2.49) 0.138
Invasion extranodal 1.70 (0.99-2.91) 0.053
indice pronostico internacional (IP) 1.19 (0.96-1.46) 0.096
No Centro germinal 1.35(0.91-2.01) 0.140
Doble o Triple Expresor 3.73 (2.26-6.18) 0.000

Frecuencia y relacion de la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 con la

supervivencia global:

Al analizar la frecuencia y su relacion con la supervivencia global de los pacientes
con sobreexpresion de MYC BCL-2 y BCL6, se observé que el 43.9% fueron
positivos para la sobrexpresion de MYC, el 45.0% fueron positivos para

sobrexpresion de BCL-2 y el 59.1% para la sobrexpresion de BCL-6.

La media de supervivencia global fue de 24.66 meses (IC 95% 20.89-28.43), con
valor de p=0.000, para el grupo que sobrexpresaba MYC. Los pacientes que tenian
sobreexpresion de BCL-2 tuvieron una media de supervivencia global de 25.16
meses (IC 95% 21.20-29.12) p=0.000; y los pacientes son sobrexpresion de BCL-
6 la supervivencia global fue de 28.73 meses (IC 95% 21.94-35.53) (Figura 6, 7y
8).
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Supervivencia acumulada (%)
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Figura &. Supervivencia dependiente de la sobrexpresiéon de MYC
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Figura 7. Supervivencia dependiente de la sobreexpresién de BCL-2
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(R

Mo sobreexpresién de BCL-& (n=198)

o0&

Sobreexpresion de BCL-6 (n=22)
04

Supenvivencia acumulada (%)

0z

p=0.267
oo

meses

Figura 8. Supervivenciu dependiente de la sobrexpresion de BCL-6&

8. ANALISIS DE RESULTADOS

LDCBG, no especificado constituye el 25-30% de los linfomas no Hodgkin adultos
en paises occidentales y un mayor porcentaje (37%) en China. El mal pronéstico de
los pacientes con LDCBG cuyos tumores sobreexpresan MYC o BCL2, o BCL6 esta
bien establecido. Ademas, se ha demostrado que el impacto pronéstico negativo de
la sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 se ha confirmado en pacientes con
LDCBG de poblaciones occidentales tratadas con R-CHOP. También se ha
demostrado que las puntuaciones inmunohistoquimicas combinadas de MYC, BCL2
y BCL6 predicen SG a 5 aflos y SLP a 5 afios en pacientes con DLBCL
independientemente del IPI después del tratamiento con R-CHOP. En contraste,

Johnson et al. quienes informaron que la sobreexpresién de MYC predijo una SG
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deficiente a 3 afios y una SLP en pacientes tratados con R-CHOP, pero no en
pacientes tratados con CHOP con mecanismo desconocido. Estos hallazgos
contradictorios pueden deberse a la heterogeneidad de la poblacion, los diferentes
puntos finales del tiempo hasta el evento y los diferentes tratamientos de segunda
ylo tercera linea; y por lo tanto se necesitan diferentes poblaciones tratadas
uniformemente dentro de un ensayo prospectivo multicéntrico para consolidar aun
mas el valor pronéstico de MYC combinado con la sobrexpresion de proteinas BCL2
y BCL6.

En nuestro estudio, la incidencia de LDCBG por sexo tuvo una relacién mujer:
hombre de aproximadamente 1.4:1, mientras que, a nivel mundial, GLOBOCAN
2012 reporta una relacion mujer:hombre de 0.77:1. La edad media al diagndstico
fue de 58.9 afios, el 60.91% de nuestros pacientes presentaban un estado funcional
deteriorado medido por la escala ECOG, el 67.7% se diagnosticaron en estadios
clinicos avanzados, 63.64% de los pacientes tenian DHL elevada y un 62.27%
padecian enfermedad extranodal. Todos estos hallazgos fueron similares a los

reportados por los grupos que desarrollaron las escalas IPI.

Al realizar el andlisis de supervivencia por separado para las variables como la
edad, ECOG, estadio clinico, niveles de DHL al diagnéstico e infiltracion extranodal,
Gnicamente la presencia de invasion extranodal se asocié significativamente a
menor supervivencia, contrastando con lo reportado por los grupos desarrolladores
de las escalas IPl quienes encontraron una relacion significativa entre menor
supervivencia y mayor edad, estadio clinico avanzado (lll, IV) e invasion extranodal,
esto puede deberse al poco tiempo de seguimiento registrado o al menor niamero
de pacientes que los analizados por dichos grupos. Al aplicar la escala de IPly
asignar un riesgo a cada paciente (bajo, intermedio bajo, intermedio alto, alto) en
funcién del puntaje obtenido, la supervivencia no disminuyé significativamente a
medida que aumento el riesgo y las curvas de supervivencia mostraron un
comportamiento diferente al descrito por los autores de la escala IPI, con una
supervivencia media de 34.89 meses para el grupo de bajo riesgo, comparada con

30.61 meses para el de alto riesgo.
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Varios estudios han intentado utilizar los patrones de expresion
inmunohistoquimica como indicadores prondsticos en pacientes con LDCBG. Hans
y col. informaron que una combinacion de CD10, BCL6 y expresion de MUML1 podria
subdividir a los pacientes con LDCBG en sobrevivientes a corto y largo plazo. Sin
embargo, se han informado resultados contradictorios sobre el papel prondstico de

la clasificacion de Hans.

En nuestro estudio, la supervivencia no disminuy6 significativamente en
funcioén del subtipo histolégico (centro germinal, no centro germinal, no clasificable),
esto puede obedecer al hecho de que la determinacion del origen de la célula
neoplasica se realiz6 mediante inmunohistoquimica, mientras que los datos
aportados por Rosenwald y cols. que demostraban una menor supervivencia en los
pacientes con el subtipo no centro germinal, fueron obtenidos utilizando técnicas

moleculares (microarreglos de ADN).

Ademas, es importante mencionar que se ha demostrado que la
inmunotincion para MYC, BCL2 y BCL6, predice la presencia
de roturas de MYC, fusién de IGH/BCL2 y roturas de BCL6 detectadas por FISH en
los LDCBF con alta especificidad (> 90%). Por lo tanto, todos los pacientes con
expresion de proteinas deben ser probados por FISH para la translocacién génica
correspondiente. Diferentes metodologias de tinciéon y puntuacion, valores de corte

y poblaciones pueden causar esta discrepancia.

Aunque las translocaciones MYC, BCL2 y BCL6 pueden ser detectadas por FISH,
FISH no puede detectar la desregulacion génica causada por mecanismos distintos

a la translocacion.

El porcentaje de los casos que fueron positivos en nuestro estudio, para la
sobreexpresiéon de MYC, BCL2 y/o BCL6 fue del 30%, lo cual concuerda con lo
descrito en la literatura reportada, sin embargo, los pacientes que sobrexpresaba

MYC, BCL2 y/o BCL6 en células neoplasicas, es decir los Doble y/o Triple
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expresores, no se asocid significativamente a mayor edad, estado funcional
deteriorado (ECOG 2,3,4), estadio clinico avanzado (Ill, IV), DHL aumentada, o a
un subtipo histolégico especifico; pero la invasion extranodal si demostré tener una
menor supervivencia. Cuando analizamos la sobreexpresiéon de MYC, BCL2 y/o
BCL6 se observl que este grupo de pacientes tenian una menor supervivencia
global con una media de 24 meses, estadisticamente significativa (p=0.000); lo
mismo se observo cuando analizamos las graficas de supervivencia libre de
progresion, evidenciando que los pacientes que tenian la sobreexpresion en células

neoplasicas tuvieron una media de 7.8 meses, estadisticamente menor (p=0.000).

Ya que nuestro estudio revela un porcentaje importante de casos con
sobreexpresion de MYC, BLC2 y/o BCLS6, el siguiente paso sera discriminar por
técnicas moleculares (PCR) de las proteinas expresadas por las células neoplasicas
del Linfoma difuso de células B grandes idealmente al diagnostico de los pacientes
y evaluar si estos pacientes se benefician de otros esquemas de tratamiento en
primera linea para mejorar la supervivencia libre de progresion en este grupo de

pacientes.
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9. CONCLUSIONES

Con base a los resultados podemos concluir que existen casos de pacientes con
diagnéstico de Linfoma no Hodgkin Difuso de Células Grandes B que
sobreexpresan MYC, BCL2 y BCL6 en los linfocitos B neoplasicos.

Sin embargo, por medio de este estudio no podemos determinar la isoforma, o
modificaciones postraduccionales de las proteinas MYC, BCL2 y BCL6 que estaban
sobreexpresadas en los pacientes con linfoma difuso de células B grandes; a pesar
de que, en el momento del analisis, se encontrd una relacion significativa entre la
sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 y disminucion en la supervivencia global y
supervivencia libre de progresién en pacientes con linfoma difuso de células B
grandes.

Ahora que conocemos el pronéstico de los pacientes con LDCBG que presentan la
sobreexpresion de MYC, BCL2 y/o BCL6 en el servicio de Hematologia del Hospital
General de México, es necesario realizar otros estudios que evalien la
refractariedad al tratamiento estandar de primera linea en estos pacientes y valorar
cambiar a tratamientos con esquemas mas intensivos, todo esto con el objetivo de

mejorar el prondstico de los pacientes con LDCBG.
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11.ANEXOS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

“IMPACTO PRONOSTICO DE LA SOBREEXPRESION DE MYC, BCL2 Y/O BCL6 EN
PACIENTES CON LINFOMA NO HODGKIN DIFUSO DE CELULAS B GRANDES”
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”

No. Expediente clinico Unico: No. Boleta:
No. Biopsia: Biopsia de tejido parafinado:
Edad: Fecha de Nacimiento: Sexo: F[__] M[]

Fecha de Diagndstico:

Subtipo de Linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes:
Centro Germinal: [__] No Centro Germinal: [_]  No Clasificable: [__]
¢ Niveles séricos de Deshidrogenasa lactica (DHL):
LDH sérica >1 pero <3x valor normal: [__] LDH sérica >3x valor normal: [__]
o Escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group):
0-1: [ mayora 2:[__|
e Estadio Clinico (Clasificacion de Ann Arbor):
EC:1—-1 [_] EC:ll—-1vV []
e Invasion Extranodal:

Ausente: [__| Presente: [__|

e Escala de IPI:

Bajo: [__] Intermedio bajo: [_] Intermedioalto: [_]  Alto: [_]

o Expresion de MYC en tejido diagnéstico de LDCBG:
Positivo: [__] Negativo: [__]
e Expresion de BCL2 en tejido diagnostico de LDCBG:
Positivo: [__] Negativo: [__]
e Expresion de BCL6 en tejido diagnostico de LDCBG:
Positivo: [__] Negativo: [__]
e Tipo de Respuesta al tratamiento de primera linea:
Respuesta completa:  [__| Respuesta parcial: [__|
Enfermedad estable: [ ] Progresion: [__|
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