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RESUMEN

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB), es un linfoma agresivo que
requiere de la comprension de su biologia tumoral, resultado de alteraciones
genéticas y epigenéticas, para individualizar las opciones de tratamiento. La
mayoria de pacientes alcanza respuesta con la primera linea de tratamiento, sin
embargo la recaida esta latente. El objetivo principal del estudio era evaluar el
impacto prondstico de las mutaciones en el codon 641 en el exén 16 de EZH2 en el
en ADN circulante y en ADN tumoral en pacientes con diagnostico de Linfoma difuso
de células grandes B tratados con el esquema CHOP- Rituximab en el Instituto
Nacional de Cancerologia. Se incluyeron 138 pacientes, de una cohorte de
pacientes con LDCBG tratados entre 2016 y 2020, que cumplian con criterios de
inclusion. Todos firmaron el consentimiento informado. La extraccion del ADN se
hizo a partir de sangre periférica y de los bloques de parafina que se encontraban
en servicio de patologia de las biopsias obtenidas a su ingreso a la unidad
hospitalaria. Posteriormente se realizd la amplificacion con cadena de polimerasa y
secuenciacion tipo Sanger. Se consideré a la presencia o no de la mutacién en el
tumor, como el estandar de referencia. Resultados: Predoming el sexo masculino
50,7%, ECOG = 2 49,3%, Estadio lllI-IV 69,6%, IPI de alto riesgo 43,5% de la
poblacion de estudio, 116 pacientes son verdaderos falsos negativos, 10
verdaderos positivos, 11 falsos negativos y curiosamente un caso con una mutacion
circulante sin deteccion en el tumor la concentracion media de ct-DNA 1575 ng / ml
(222-170531 ng / ml) con IQ 25-75 (902-754650), la mediana de ambos grupos
2639 ng / ml, este biomarcador fue evaluado como factor de impacto en la
recaida tanto en el ADN tumoral con un valor p de 0,016 como en el ct- ADN
con un valor p de 0,05, asi como en la respuesta a la quimioterapia con un
valor p de 0,092, con una sensibilidad de 47 % y especificidad del 99%. Se
analizo la supervivencia libre de eventos global, cuya mediana es de 40 meses con
un valor de p 0.058, no se alcanz6 la mediana de supervivencia global y la media
es de 40 meses. Conclusiones: La presencia de la mutacion EZH2 es un
biomarcador que impacta en la recaida de los pacientes con LDCBG.



MARCO TEORICO

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el subtipo de linfoma no
Hodgkin (LNH) mas frecuente. La organizacion mundial de la salud (OMS) lo define
como una neoplasia de células linfoides B grandes, con un nucleo de tamafio
equivalente o mayor al nucleo de los macréfagos, o mas de dos veces el tamafio de
un linfocito normal, dentro de un patron de crecimiento difuso.(1)

Epidemiologia.

En Estados Unidos de América (EUA) en el 2012 se reportaron 70,130
nuevos casos de linfoma no Hodgkin, con un aproximado de 18,940 muertes (2).
Mas de dos terceras partes de los casos se diagnosticaron en pacientes mayores
de 60 afios. En Gran Bretafia es la 52 causa de cancer, sin preferencia de género.
De los LNH el LDCGB es el mas comun, representa el 30%, no tiene una distribucion
geografica especifica (3).

En México, el reporte del GLOBOCAN 2018 ubica al LNH en la 102 causa de
cancer con 6848 casos por afio y una mortalidad de 3071 casos en ese afio, es
decir la 102 causa de muerte por cancer. Siendo mas frecuente en hombres con 6.4
por 100.000 casos que en mujeres con 3.8 por 100,000 casos (4). En el Instituto
Nacional de Cancerologia se diagnosticaron y trataron 240 casos huevos de LDCGB
en el periodo de abril de 2011 a diciembre de 2012; asi como 139 casos nuevos en
el 2013.

Caracteristicas Clinicas

El LDCGB se presenta de manera agresiva, con una rapida evolucion
caracterizada generalmente por aumento de volumen de una o varias tumoraciones
ya sean a nivel ganglionar o extra ganglionar. Siendo el tracto gastrointestinal
(estomago y region ileocecal) el sitio mas comun de actividad extranodal, sin
embargo otros sitios de afeccion son hueso, testiculos, bazo, anillo de Waldeyer,
glandulas salivales, tiroides e higado. La infiltracion en la médula 6sea se reporta
de un 11 a 27% de los casos. Los sintomas se presentan dependiendo del tamafio
y sitio de afeccion del tumor (1). Como se detalla en el apartado de tratamiento, esta
neoplasia el altamente curable (hasta 90 %)



La presencia de comorbilidades es frecuente en pacientes con neoplasias,
siendo las mas comunes la diabetes y la hipertensién arterial. La Diabetes Mellitus
se asocia con riesgo elevado de cancer y una supervivencia inferior, se realizd un
estudio con 153 pacientes (19.71%), recién diagnosticados cuyos tratamientos
incluian rituximab, se identificaron ciento nueve pacientes con diabetes mellitus
preexistente (19.71%), y se asocié a supervivencia libre de progresion y
supervivencia global desfavorable especialmente en los pacientes <de 60 afnos, IPI
0-2 puntos, sintomas B, y Lactato deshidrogenasa < limite superior de lo normal. (5)

La hipertension arterial esta asociada con el desarrollo de varias neoplasias
que incluyen pulmén, mama, piel, colon, estdbmago, vejiga, recto, proOstata,
pancreas, esofago, ovario, cérvix, rifidn, melanoma, leucemia, linfoma y mieloma,
aunque el tratamiento hipertensivo disminuye la morbilidad cardiovascular se
registrd en una serie asiatica de 410 casos la presencia de hipertensién en 9.5%.
(6)

Factores de prondstico clinico

El indice prondstico internacional (IPl) se describié en 1993 y evalud
inicialmente a 3,273 pacientes con diagnéstico de LNH agresivo. En este indice
pronostico, la edad (=60 afos), la etapa clinica (lll/IV), la elevacién de
deshidrogenasa lactica (DHL), el estado fisico del paciente (medido por la escala de
ECOG) y el niumero de sitios extranodales afectados (>1), demostraron tener un
impacto en el prondstico, con lo cual se establecieron los siguientes grupos de
riesgos relacionados con la supervivencia (7). Tabla 1.

Grupo de Riesgo Variables desfavorables

Todos los pacientes

Pacientes <60 anos*

Bajo 0-1 0
Intermedio bajo 2 1
Intermedio alto 3 2
Alto 4-5 3

*En pacientes <60 afios de edad, el indice prondstico internacional ajustado a la
edad (IPlae), se calcula con tres variables desfavorables: mal estado general,
estadio de Ann Arbor avanzado y DHL elevada.

El estudio correlacioné las distintas variables con la respuesta global,
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Ademas, en un
subanalisis en los pacientes menores de 60 afios, se ajustd una escala a edad (7)
Tabla 2.



Grupo de Riesgo Respuesta Supervivencia Supervivencia

global (%) libre derecaida Global

(5 ainos)% (5 ainos)%

IPI, todos los pacientes
Bajo 87 70 73
Intermedio Bajo 67 50 51
Intermedio Alto 55 49 43
Alto 44 40 26
IPI, ajustado por edad (<60
afos)
Bajo 92 86 83
Intermedio Bajo 78 66 69
Intermedio Alto 57 53 46
Alto 46 58 32

Si bien durante afos el IPlI demostré ser muy util para discernir a pacientes
con alto riesgo, fue desarrollado antes de la inclusion de rituximab en los regimenes
terapéuticos. Con lo cual surgieron diferentes dudas acerca su aplicaciéon en
pacientes bajo este tratamiento. Fue entonces que Sehn y cols, realizaron un
analisis retrospectivo de 365 pacientes con LDCGB de nuevo diagnostico tratados
con rituximab y quimioterapia estandar. En este estudio se redistribuyeron los
factores del IPIl en 3 grupos del denominado IPI revisado (R-IPI) (8). Tabla 3.

Grupo de No. de Supervivencia libre de Supervivencia
riesgo factores de enfermedad a 4 afos global a 4 afos
IPI (%) (%)

Muy bueno 0 94 94
Bueno 1,2 80 79
Malo 3,45 53 55

Recientemente Advani y cols. revisaron la aplicacién de IPl y R-IPI en
pacientes mayores de 70 afios proponiendo un nuevo ajuste del parametro de la
edad en la escala IPI, con el objeto de establecer un prondstico mas real en
pacientes de mayor edad, reportando supervivencia libre de recaida para bajo,
intermedio bajo, intermedio alto y alto a 3 aflos de 77%, 62%, 47% y 28%
respectivamente; asi mismo la supervivencia global a 3 afios fue de 86%, 74%, 58%
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y 36%, respectivamente; sin embargo aun faltan estudios que permitan validar esta
nueva propuesta (9).

Recientemente, un grupo de autores del MD Anderson Cancer Center (9) han
sefalado la importancia prondstica de la cuenta absoluta de monocitos y linfocitos
en pacientes con linfoma difuso de células grandes B, aun después de ajustarse
por IPI. Pacientes con IPI 0-1 tienen una supervivencia global a 22 meses de 88%,
gue ajustada con estos valores separa 3 grupos con supervivencia de 92 %, 89 %
y 80%. Estos hallazgos se han confirmado por otros grupos (10).

Histologia:
En el aspecto morfolégico, el LDCGB se caracteriza por presentar un patron

difuso de proliferacion de células linfoides grades que sustituyen parcial o totalmente
la arquitectura normal del ganglio o tejido linfoide examinado. Existe cominmente
infiltracion perinodal, ademas de bandas esclerdticas. No obstante el LDCGB es
una entidad clinico-patolégica muy heterogénea. La revisibn de los tumores
hematoldgicos de la OMS de 2008 reconocio la existencia de multiples variantes
morfologicas del LDCGB (1): centroblastico, inmunoblastico y anaplasico. Se
clasifican en dos subgrupos moleculares: de célula B activada y tipo centro-
germinal.

Otro aspecto importante que ha sido descrito es la importancia del
microambiente en el comportamiento de la enfermedad. En casos de LDCGB se
han descrito dos patrones de expresion del microambiente; estroma-1 de prondstico
favorable, donde hay depdsito en la matriz extracelular y mayor presencia de
infiltracion por histiocitos; el estroma-2 de prondstico desfavorable, donde hay
compromiso de los genes de las células endoteliales que se refleja en un incremento
en la densidad de vasos sanguineos a nivel tumoral, con mayor angiogénesis (11)
Ya que las diferencias en el origen y la expresion genética del LDCGB ha
demostrado tener un impacto prondstico y terapéutico, es importante establecer su
diferencia al diagnéstico. No obstante dada la dificultad de realizacion en la practica
de los estudios de expresion genética, se han investigado y validado patrones de
inmunohistoquimica que se correlacionan con los diferentes subtipos biolégicos de
LDCGB (11).



Inmunofenotipo

Las células neoplasicas expresan marcadores comunes a las células B,
como CD19, CD20, CD22 y CD79a, sin embargo pueden perder alguno de éstos.
En el 50 a 70% de los casos se encuentra una inmunoglobulina ya sea de superficie
o citoplasmatica (IgM>lgG>IgA). CD30 se puede expresar, especialmente en la
variante anaplasica. También se ha encontrado en un 10% de los casos la expresion
de CD5, donde el LDCGB es de novo y en muy contados casos secundario a una
leucemia linfocitica crénica (LLC), siendo importante establecer el diagndstico
diferencial con linfoma del células del manto donde habra ademas coexpresion de
CD5 y ciclina D1 (1)

Existen diferentes reportes en cuanto a la incidencia de la expresion de
CD10, BCL6 e IRF4/MUML. En el caso de CD10 se ha encontrado en un 30-60%
de los casos, BCL6 de un 30-90% e IRF4/MUM1 en un 35-65%. La expresion de
FOXPL1 se hareportado en LDCGB que pierde sus caracteristicas centro germinales
y expresa IRF4/MUML1. La fraccién de proliferacion se determina mediante ki67, el
cual usualmente es alto, mas de 40% e incluso puede llegar a ser >90% (1)

En el 2004 Hans y cols, publicaron un algoritmo basado en la expresion de CD10,
BCL6 y MUM1 que permite discernir de un linfoma centro germinal y un no
centrogerminal, aplicado a 152 muestras con diagnéstico de LDCGB (12):

+ No-CG

CD10 < MUM-1
BCLé <

No-CG

La sensibilidad del algoritmo publicado por Hans fue de 71% en el caso del
LDCGB CG y de 88% en LDCGB NCG, con un valor predictivo positivo de 87% para
CGy 73% para NCG (12).

Recientemente Choi y cols. han publicado un nuevo algoritmo, que utiliza
expresion de GCET1, CD10, BCL-6, MUM1 y FOXP1, el cual tiene una
concordancia con la expresion génica del 93% (13)



4/ ABC

MUM-1 (=80%)
/ 2 o

GCET1 (=80
%) \ CcG ABC
/ FOXP1 %
(53%;)? \ / (>30%) x
BCL6 CG
(230%) \
ABC

La sensibilidad fue de 96% para LDCGB CG y de 89% en el caso de LDCGB
NCG, la especificidad de 89 y 96% respectivamente. Durante el seguimiento de los
pacientes se comprobd el impacto en la supervivencia global a 3 afios, el grupo de
LDCG CG 87% contra 44% en los casos de LDCGB NCG, p<0.0001 (13)

Otros algoritmos con sensibilidad parecida son los descritos por Tally,
Colomo, Muri y recientemente el de Visco-Young (14, 15).

La supervivencia de los pacientes con diagnéstico de LDCB ha mejorado con
el advenimiento de la inmunoterapia mas quimioterapia convencional con el
esquema R-CHOP sin embargo un porcentaje de pacientes continlan con peor
pronéstico, se han estudiado proteinas claves en la linfomagénesis y su relacion
con la supervivencia como es el caso de Ki-67; una proteina nuclear no histona,
sintetizada al comienzo de la proliferacién celular, ampliamente usada en la practica
clinica para evaluar la actividad proliferativa del linfoma, se estudiaron 274 pacientes
con LDCGB de novo, se establecieron cuatro grupos con diferente valor de corte de
Ki-67, en los cuales Ki-67 > 60% fueron 210 (76.6%), Ki-67 >70% 180 (65.7%), Ki-
67 >80% 122 (44.5%) y Ki-67 > 90% 58 (21,2). Se analizaron los cuatro valores de
corte sin embargo disponer de Ki-67 de > 90% se asocié a menor supervivencia
libre de progresion sin embargo no hubo modificacién en la supervivencia global,
con HR 1.9, en el grupo especifico centro germinal disponer de Ki-67 = 90%
demostré menor supervivencia libre de progresion y menor supervivencia global con
(P <0,001) (16).
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Alteraciones citogenéticas

Cerca del 30% de los pacientes con LDCGB muestran anormalidad en el
cromosoma 3, en la region 3927, donde se codifica el gen BCL6, siendo esta la
alteracion citogenética mas comun en LDCGB. Translocaciones que afecten a BCL2
como la t(14;18), reportada en linfoma folicular, se ha encontrado en un 20-30% en
pacientes con LDCGB. Rearreglos del gen Myc se encuentran en un 10% (1).

El LDCGB de célula B activada (ABC, por sus siglas en inglés)
frecuentemente reporta ganancias en 3q, 18q21-22 y pérdida en 6g21-22, mientras
que en el LDCGB centro germinal (CG) es mas frecuente ganancia en 12q12,
t(14,;18) y amplificacion de 2p16 (17).

Alteraciones moleculares.

El LDCGB se desarrolla posterior a la activacion de la célula B. Los estudios
de expresion génica muestran que existen tres subtipos moleculares, sugiriendo un
origen diferente en las etapas de maduracion de la célula B. Los tres subtipos son
centro germinal (LDCGB CG), de células B activas (LDCGB ABC) y primario
mediastinal (LBPM). En el caso del LDCGB CG las células neoplasicas derivan de
las células B centro-germinales ya que expresan genes especificos de los linfocitos
del centro germinal. Por otra parte, en el LDCGB ABC, las células neoplasicas
derivan del proceso de diferenciacion de los linfocitos B hacia células plasmaticas,
ya que las células del LDCGB ABC expresan caracteristicas genéticas similares a
la de las células plasmaticas, o que se sugiere un bloqueo en el proceso de
diferenciacion hacia la célula plasmatica (11).

En el LDCGB CG se han descrito mutaciones en la metiltransferasa de
histona EZH2 en un 20% de las muestras analizadas. Esta alteracion no se observa
en el LDCGB ABC. EZH2 es la subunidad catalitica del complejo Polycomb PRC2
y reprime la transcripcion a través de su actividad como metiltransferas de histonas,
a nivel de H3K27 (18). A través de modelos murinos, recientemente se ha
demostrado que mutaciones en esta metiltransferasa de histonas, en particular
EZH2(Y641F) produce una ganancia de la actividad enzimatica y acelera la génesis
de linfomas que muestran caracteristicas histologicas de alto grado, de un fenotipo
B, con modificaciones en las vias de regulacion y funcion de la célula B.
EZH2(Y641F) puede colaborar con Myc para acelerar la linfomagénesis, lo cual
muestra un papel de las mutaciones de EZH2 en la oncogenesis (19-21).
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En esta era de la medicina personalizada, la informacion genética es
fundamental para el diagnostico temprano ayudando a la estimacion de riesgo,
dirigiendo a la opcion terapéutica y monitoreando la recaida de la enfermedad, por
lo cual es necesario comprender los paisajes gendmicos tumorales y la dinamica de
la enfermedad. (22)

Los biomarcadores que reflejan las caracteristicas genéticas del tumor son
muy prometedores, debido a su potencial para identificar la poblacion especifica que
realmente puede beneficiarse de un inhibidor molecular particular y al estudiar los
mecanismos de resistencias de agentes dirigidos a mutaciones. (22)

El ADN libre de las células circulantes es vertido al torrente circulatorio
periférico por células normales o tumorales que sufren apoptosis y necrosis, el
acceso al ADN del tumor especifico simplemente a través del plasma, suero u otro
liquido corporal sin necesidad de una biopsia tumoral se le conceptualizo como
biopsia liquida. (23)

Las investigaciones demostraron que los pacientes con LDCGB con
mutaciones del gen de respuesta primaria de diferenciacion mieloide (MYD88)
respondian con frecuencia a lbrutinib, las alteraciones de exportin-1 (XPO1)
potencialmente afectan la sensibilidad a inhibidores selectivos de exportaciones
nucleares (SINE como selinexor) y la activacion de mutaciones EZH2 es dirigido por
inhibidores de EZH2. (24)

Camus y col, disefiaron reaccion en cadena de polimerasa digital (dPCR)
para detectar mutaciones de los genes XPO1, MYD88, y EZH2 utilizando ADN
plasmético en pacientes con LDCGB con una sensibilidad de 0,05% con el objetivo
de seleccionar el subconjunto con mas probabilidades de beneficiarse de un
farmaco especifico dirigido. Aunque hasta ahora, ninguna evidencia de
investigaciones prospectivas ha demostrado que el ctDNA pueda guiar las opciones
farmacéuticas en pacientes con linfoma, estos estudios destacan el potencial de la
biopsia liquida para predecir la respuesta a las terapias con agentes molecularmente
dirigidos en el linfoma. (25)

Otro de los eventos patogénicos descritos en el LDCGB ABC es la detencion
en la maduracion del linfocito B a célula plasmatica como se observa en el
silenciamiento del gen PRMDL, localizado en el cromosoma 692 (19) que codifica
para la proteina Blimp-1, represora de la transcripcion, la cual es requerida para la
diferenciacion a células plasmaticas; Otros estudios (27) han demostrado que hasta
en un 25% de los LDCGB ABC tienen silenciamiento del gen PRMD1, que lleva a
la pérdida de su consiguiente ausencia de Blimp-1. (11,26,28)
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Se sabe ademas que BCL6 y SPIB bloquean la expresion de Blimp-1,
reportandose el aumento de la expresion de BCL6 y SPIB en un 25% de los casos
(9): Asi mismo, en el LDCGB ABC se encuentra activacion de la via NF-kB
constitutiva y expresion de BCL2, IL6 e IL10 (11, 26 ,28)

Por otra parte, el linfoma B primario de mediastino (LBPM) parece tener otro
origen, con un perfil de expresion geénica similar hasta en un 30% con el perfil del
linfoma de Hodgkin (LH) de tipo esclerosis nodular; ademas de que en ambos se
han descrito la activacion de la via NF-kB y aberraciones genéticas como la
amplificacion del cromosoma 9p24 (9). También se han descrito ganancias en el
cromosoma 2pl14-16, el cual contiene regiones que codifican genes de cREL y
BCL11A, los cuales participan en la activacion de la via NF-kB (26). ElI 30% de los
LBPM tiene inactivo el regulador A20 de la via NF-kB (11).

Ya gque los estudios de perfil genético, ain no se han generalizado en el
diagnéstico de LDCGB el uso de algoritmos en base a marcadores de
inmunohistoquimica permiti6 de una manera mas aproximada diferenciar estos
linfomas (12).

El algoritmo descrito por Hans y cols (12) fue descrito previo al uso de terapia
con rituximab; los estudios realizados posteriormente mostraron que utilizando este
algoritmo y bajo tratamiento con inmunoterapia la supervivencia global a 3 afios de
85% vs 69% (p<0.032) en LDCGB centro germinal vs no centro germinal,
respectivamente (29). No obstante, ésto difirié de los resultados en otros estudios,
ya que la concordancia del algoritmo de Hans con los estudios de perfil de expresion
génica no fue mayor del 90%. Nyman y cols. (30) reportaron una supervivencia
global de 77% vs 76% en pacientes con LDCGB CG vs NCG respectivamente y
68% vs 63% en cuanto a supervivencia libre de enfermedad utilizando el algoritmo
de Hans, sin significado estadistico para ninguno de los puntos estudiados.

Posteriormente han surgido nuevos algoritmos diagndsticos que han
demostrado mayor correlacién con estudios de perfil de expresion génica, entre
estos los descritos por Choi y Tally (15). El algoritmo de Choi demostré durante el
seguimiento de los pacientes el impacto en la supervivencia global a 3 afios, el
grupo de LDCG CG 87% contra 44% en los casos de LDCGB NCG, p<0.0001 (13)
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Sin embargo recientemente se ha publicado una revision de los diferentes
algoritmos comparado con los perfiles de expresion génica en pacientes con
LDCGB tratados con rituximab. En este estudio, realizado en 157 pacientes,
ninguno de los algoritmos demostré tener poder predictivo para la supervivencia
global, ademés de tener una pobre correlacion con estudios de perfil de expresion
génica (14) Tabla 4.

Algoritmo n (%) Respuesta Supervivencia Supervivencia Anélisis
completa libre de global a 5 estadisticoen
(%) progresion a5 afios de la
afos supervivencia
global
Colomo
CG 53(44%) 74% 48% 54% P 0.3
NCG 68(56%) 78% 55% 62%
Hans
CG 61(41%) 77% 54% 60% P 0.6
NCG 88(59%) 76% 52% 59%
Muris
CG 87(57%) 63% 48% 57% P 0.2
NCG 65(43%) 51% 56% 63%
Choi
CG 45(33%) 32% 48% 54% P 0.2
NCG 90(67%) 70% 52% 61%
Tally
CG 55(37%) 82% 63% 56% P 0.3
NCG 92(63%) 71% 54% 47%

Al momento de estudiar la concordancia de los algoritmos y el perfil de
expresion génica ninguno fue estadisticamente significativo. No obstante al
comparar la supervivencia libre de progresion a 5 afios cuando se realizaban los
estudios de perfil de expresion génica mediante microarrays, encontramos 76% vs
31% en pacientes con LDCGB CG vs ABC respectivamente, con una p =0.005; asi
mismo también se encontro diferencia al determinar la supervivencia global a 5 afios
80% vs 45% (P=0.03).(14) Fig 3. Por cual es probable que en los siguientes afios
se busque realizar de manera generalizada el perfil de expresion génica, una vez
gue este estudio pueda ser costeable a los diferentes sistemas de salud.
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Fig3. Supervivencia libre de progresion y supervivencia global en pacientes con
diferente subtipo de LDCGB basado en su perfil de expresion génica (14).

Otros factores con impacto prondéstico

El microambiente tumoral se ha clasificado en tipo 1 y 2. El tipo 1
caracterizado por infiltrado monocitoide/macré6fagos relacionado con la expresion
de SPARC (proteina secretora, acida y rica en cisteina) se relaciona con un buen
prondstico, contrario al tipo 2, caracterizado por aumento en la densidad de vasos

sanguineos que reflejan una mayor actividad angiogénica, donde el prondstico es
malo (31).

Las deleciones del cromosoma 8, ejemplo del(8p23.1), del(8p) y del(8p23.1-
21.2) estan asociadas a un mal prondstico, asi como la trisomia del 3. Inversamente
los pacientes con ganancias del 7q tienen un buen prondstico con un

comportamiento poco agresivo, la t(6;14)(p25;q32) también se ha asociado a un
buen prondstico (17).

BCL2 se encuentra sobre-expresado en un 47 a 58% de los LDCGB, su
expresion en linfomas centro germinales se asocia en su mayoria a la t(14;18), sin
embargo en los linfomas de células B activadas, BCL2 esta sobre-expresado
secundario a la via NF-kB y a ganancias o amplificaciones del cromosoma 18921
(17). El impacto pronostico es controversial ya que diferentes estudios sefialan su
poder predictivo, mientras otros lo descartan cuando se trata a los pacientes con
quimioterapia mas inmunoterapia, ésto se ha visto principalmente reflejado en los
linfomas centro germinales donde la expresion de BCL2 es de peor prondstico a
pesar del tratamiento con rituximab, de manera interesante ello no se refleja en los
linfomas de células B activadas donde el tratamiento con rituximab ha podido reducir
la diferencia de supervivencia en pacientes BCL2 positivo (32)

15



Las traslocaciones de MYC reportadas en 7-10% de los casos de LDCG
donde se asocia a un mal prondéstico; cuando concurre con la traslocacion t(14;18)
IGH/BCL2 esta asociado a los linfomas relacionados a la teoria del doble “hit”,
asociados a linfomas de mayor agresividad, cariotipo complejo y muy mal pronéstico
(17).

Alteraciones moleculares de mal prondstico son: mutaciones en TP53
descritas entre un 18 a 30%; pérdida de expresion de HLA-DP y HLA-DR; un
elevado Ki67 y la expresion de CD43 (17).

Entidades especiales de LDCGB como el linfoma primario de mediastino se
asocia a un pronéstico similar al reportado en linfomas centro germinales,
supervivencia cercana al 80%, clinicamente es mas frecuente en mujeres y rara vez
tiene infiltracion a médula 6sea. Otras subgrupos de linfomas difusos en base a la
clasificacion de la OMS con curso agresivo y pobres resultados son el linfoma difuso
células grandes B rico en histiocitos/linfocitos T; linfoma de células grandes B
intravascular; LDCGB asociado a virus de Epstein Barr; LDCGB CD5 positivo y la
variante plasmablastica (17).

En los ultimos diez afios ha habido un importante avance en el conocimiento
de la heterogeneidad biologica de esta enfermedad. Los estudios de expresion
genética han puesto de manifiesto la existencia de distintos perfiles moleculares en
el LDCGB con diferentes comportamientos y prondéstico, lo que ha permitido
recientemente identificar nuevas dianas terapéuticas, generando el desarrollo
nuevos farmacos para situaciones de refractariedad o recidiva, asi como
incorporarlos en tratamientos de primera linea para tratar a pacientes de alto riesgo
(11).

Tratamiento
El tratamiento convencional
Tratamiento de primera linea en pacientes mayores de 60 afios

En 2002, el Grouped’Etude des Lymphomes de I'Adulte (GELA) publicé los
resultados de un estudio aleatorizado que comparaba, en pacientes >60 afios con
LDCGB y en primera linea, CHOP en combinacion con rituximab (R-CHOP) frente
a CHOP solo (26) La tasa de remisiones completas (RC) fue significativamente
mayor en los pacientes tratados con R-CHOP (76% vs. 63%; p = 0.0005),la
supervivencia libre de enfermedad (Fig 5) y la supervivencia global a 2 afios también
fueron mayores, esta ultima de 70 vs 57% (p=0.007) a favor de R-CHOP, sin
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aumento de la toxicidad grado 3/4; la mayor incidencia de efectos adversos grado 1
- 2 fue en el grupo de R-CHOP, los cuales estuvieron relacionados a la infusion del
rituximab. Con lo anterior, R-CHOP se estableci6 como esquema de eleccion en
pacientes mayores de 60 afios con linfoma difuso (33)
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Fig 5.Supervivencia libre de enfermedad en 399 pacientes aleatorizados a
CHOP vs R-CHOP. (29)

En el 2005 fue publicado por el mismo grupo el seguimiento a largo plazo del
mismo estudio, donde el esquema combinado de R-CHOP sigue siendo superior a
CHOP. A 5 afios, la SLE fue de 47% frente a 29%, la supervivencia libre de
progresion (SLP) 54% frente a 30% a favor del uso de rituximab; la ventaja se
observé en ambos grupos independiente del riesgo, en pacientes con IPI bajo la
SLP fue de 69 frente 34%; p=0.00013 y en pacientes con IPI| de alto riesgo 47%
frente 29%; p=0.00078. La supervivencia global a 5 afios en los pacientes tratados
con R-CHOP fue de 58% frente a 45% en los pacientes con CHOP. No se reporto
diferencia en efectos adversos (34). Resultados parecidos fueron reproducidos en
estudios realizados por otros grupos.

Lo siguiente a determinar era el impacto real de la densidad de dosis de
guimioterapia, ya que estudios en la era pre-rituximab mostraban que CHOP cada
14 dias mejoraba la supervivencia global y la supervivencia libre de progresién (35).
Por lo cual el siguiente paso fue valorar estos esquemas aunado al uso del anti-
CD20. Esto se reviso6 en el estudio RICOVER-60 en el cual se aleatorizaron 1222
pacientes mayores de 60 afios a tratamiento con CHOP14 con y sin rituximab, a 6
y 8 ciclos, ademas de radioterapia en caso de enfermedad voluminosa. El grupo de
R-CHOP14 tuvo una supervivencia global a 3 afios de 78% a diferencia de CHOP14
donde solo fue de 67%, la SLE fue de 63% vs 53% respectivamente. En pacientes
con respuesta parcial posterior a 4 ciclos, no hubo diferencia entre dar 6 o 8 ciclos.
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Concluyendo que R-CHOP14 por 6 ciclos era superior a CHOP14 y no inferior a 8
ciclos de R-CHOP14 (36).

Sin embargo la superioridad de R-CHOP14 sobre R-CHOP21 no ha sido
demostrada en estudios aleatorizados. Ensayos que comparen ambos esquemas
han sido desarrollados por el grupo GELA y el grupo britanico, en éste ultimo
Cunningham y cols (37) en reportes preliminares no encontraron diferencia en
cuanto a porcentaje de respuestas completas y respuestas global.

En el estudio del GELA se aleatorizaron pacientes entre 60 y 80 afios en dos
grupos con caracteristicas basales similares. La tasa de RC en el grupo tratado con
R-CHOP14 fue del 67% frente a 75% en el grupo tratado con R-CHOP21, aunque
las diferencias no fueron significativas. La SLE, SLP y la SG fueron peores en el
grupo tratado con R-CHOP14. La toxicidad hematoldgica fue significativamente
mayor en el grupo de R-CHOP-14, lo que supuso mayor proporciéon de
hospitalizaciones. Sin embargo los pacientes del grupo R-CHOP14 no recibieron las
medidas de soporte como el uso de factor estimulante profilactico, que ha sido una
de las principales criticas a este estudio (38).

Tratamiento de primea linea en jvenes

Una vez comprobada la eficacia de rituximab en pacientes mayores, ensayos
similares no se hicieron esperar en pacientes jovenes; el estudio internacional MInT
(Mab-Thera International Trial) que tuvo como lider al grupo aleméan, comparo en
pacientes de 18 a 60 afios de edad con riesgo bajo e intermedio bajo (estadios IlI-1V
con IPI ajustado a edad = 0-1, o estadio | con enfermedad voluminosa), tratados
con CHOP o esquemas similares, con o sin rituximab. El grupo tratado con R-
quimioterapia obtuvo mejores resultados que aquellos donde no se utilizé rituximab,
la SLE a 3 afios fue de 79% vs 59% (p<0.0001), asi como la supervivencia global
93% vs 84% (p<0.0001) (39). El seguimiento de este estudio permiti6 ademas
diferenciar dos grupos con diferente prondstico, aquellos con IPI bajo favorable
(IP1=0 sin enfermedad voluminosa) y otro grupo IPI bajo desfavorable (IPI=1 con o
sin enfermedad voluminosa), donde la SLP a 6 afos fue de 84% vs 71%
respectivamente (40).

El grupo GELA llevo a cabo posteriormente un ensayo fase Il donde
comparaba R-ACVBP asociado a R-CHOP21, los resultados preliminares muestran
mejoria la SLE y SLP a 3 afios en el grupo de R-ACVBP, sin embargo con una
mayor toxicidad hematologica y mucositis. Actualmente se estan llevando a cabo
otros estudios en este grupo de pacientes jovenes con IPI bajo, no obstante por el
momento el tratamiento estandar sigue siendo R-CHOP21 (41).
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No obstante los buenos resultados con la terapia blanco, los pacientes
jovenes con IPI alto contintan siendo un reto en el tratamiento, ya que tiene un mal
prondstico, con pobres respuestas y mayor riesgo de recurrencia. Ademas 30% de
estos pacientes desarrollan enfermedad refractaria (41).

Una de las estrategias propuestas en estos pacientes fue el uso de dosis
altas de quimioterapia aunado a trasplante autélogo de células progenitoras
hematopoyéticas (TauCPH), para lo cual se han realizados multiples estudios. En
2008 se publico un metandlisis que incluyé 15 estudios con un total de 3 079
pacientes, el cual demostré6 que la mortalidad relacionada con el tratamiento fue
similar en los pacientes tratados con quimioterapia sola y en los tratados con
quimioterapia a altas dosis. En 13 estudios, la tasa de respuesta fue
significativamente mayor en el grupo de TauCPH, sin embargo, estos resultados no
se tradujeron en una mejora en la SLE o en la SG (42).

Por lo cual, hasta el momento no esta recomendado el uso de TauCPH como
intensificacion o consolidacion en tratamiento de primera linea fuera de ensayos
clinicos. Actualmente solo se recomienda a pacientes que no lograron la respuesta
completa con el tratamiento de primera linea o aquellos con recaida (41)

Por otro lado, en fechas recientes el esquema R-EPOCH (rituximab,
etopdsido, vincristina, adriamicina, esteroide y ciclofosfamida) ha llamado la
atencion como tratamiento de primera linea en LDCGB. En el 2011 se publicaron
resultados de un estudio realizado en 69 pacientes de entre 23 y 83 afios, con un
seguimiento a 62 meses, donde la respuesta global fue de 99%, con 84% de
respuestas completas. A 5 afios la supervivencia global fue de 84% y la SLE 75%.
Los pacientes con LDCGB centro germinal obtuvieron mejores respuestas con una
SLE 94% frente a 58% en pacientes con linfoma no centro germinal, a 62 meses.
Fue bien tolerado sin toxicidades no hematoldgicas grado 4 reportadas (43). Por lo
cual aun faltan por venir los estudios aleatorizados contra el estandar actual que es
RCHOP.

Por ultimo, otra controversia continda siendo el papel de la radioterapia en
pacientes con enfermedad localizada (estadios | o Il), donde se ha demostrado que
se obtienen excelentes resultados con 3 ciclos de quimioterapia combinada con
rituximab seguidos de radioterapia sobre campo afectado. Pero no existen estudios
aleatorizados en la era del rituximab que establezcan de forma definitiva la
indicacion de radioterapia en esta situacion, y sigue siendo un tema controvertido.
Los factores de riesgo asociados, en especial el volumen de la masa tumoral, la
localizacion tumoral y la valoracion de respuesta por PET-CT, pueden servir para
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determinar utilizar o no esta estrategia. No obstante varios estudios han puesto en
duda el papel de la radioterapia. Un estudio del GELA ha demostrado mejores
resultados con quimioterapia intensificada (ACVBP) que con CHOP mas
radioterapia en campo afectado. Sin embargo, un estudio reciente del SWOG ha
conseguido excelentes resultados con RCHOP x 3 seguido de radioterapia
locorregional, con SLP del 88% y SG del 92%, a 4 afios (44).

En general, la radioterapia se considera obligada sobre residuos de lesiones
voluminosas, pero algunos estudios recientes sugieren que esta estrategia no
ofrece ningun beneficio adicional en pacientes que obtienen RC tras 6 ciclos de
quimioterapia, aunque puede mejorar la SLP en pacientes que no obtienen RC (41).

Tratamiento de rescate para pacientes con LDCGB en recidiva o refractario

Los pacientes en los que, por edad o comorbilidad, no exista contraindicacion
para la quimioterapia intensiva, el tratamiento estandar consiste en conseguir una
nueva respuesta con el esquema de rescate y posteriormente intensificar con
TauCPH. Un diverso numero de ensayos ha revisado la consolidacion con TauCPH
en pacientes con recaida, reportando una media de SLP a 3 afios de 35%. Esto fue
demostrado desde la era pre-rituximab, donde el estudio PARMA concluy6 una
mejoriade los resultados en pacientes llevados a trasplante sobre aquellos que
recibieron solo quimioterapia de rescate. Este estudio demostré ademas que los
pacientes con IPI >1 y un tiempo de recaida corto (<12 meses) son de muy mal
pronéstico (45,46).

La eleccién del mejor esquema de quimioterapia de rescate es controvertido.
ICE (ifosfamida, carboplatino, etopdsido), DHAP (dexametasona, cisplatino,
citarabina), ESHAP (etopésido, metilprednisolona, citarabina, cisplatino), mini-
BEAM (carmustina, etoposido, citarabina, melfalan), entre otros, son esquemas con
resultados no muy diferentes. (47)

En general, la combinacién con rituximab beneficia también a los pacientes
en recaida. En la experiencia del HOVON (Hemato-Oncology Foundation for Adults
in the Netherlands), en un estudio aleatorizado de DHAP con o sin rituximab, R-
DHAP consiguiéo mayor tasa de respuesta y la SLP y la SG fueron mejores que en
el brazo tratado s6lo con quimioterapia (47). Rituximab no dificulté la movilizacidon
de progenitores hematopoyéticos ni el curso del TauPH posterior.
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Otro estudio es el CORAL, donde se ha comparado en un ensayo
multicéntrico prospectivo fase lll, dos esquemas de rescate en pacientes con
LDCGB en recaida. Los pacientes fueron aleatorizados para recibir R-ICE o R-
DHAP, y los que obtuvieron respuesta, después de 3 ciclos de tratamiento fueron
tratados con quimioterapia intensiva y TaucPH. La respuesta global (64% vs. 64%),
la SLP a 4 afos (26% vs. 37%) y la SG a 3 afios (43% vs. 51%) con R-ICE y R-
DHAP no fueron significativamente diferentes. Globalmente, la eficacia de
ambosregimenes fue similar. Como hallazgo relevante en el estudio CORAL, los
factores que influyeron en la SG fueron: el IPl en el momento de la recidiva, el tiempo
desde el final de la primera linea hasta la recidiva y el haber o no recibido rituximab
en la primera linea. De tal forma, que aquellos pacientes tratados con rituximab y
que recaen en menos de un afio, tienen un prondstico realmente pobre (48).

En los pacientes que recaen después de un trasplante autélogo, el trasplante
alogénico puede ser una opcion terapéutica razonable. Los resultados comunicados
con acondicionamiento de intensidad reducida son alentadores. Recientemente se
han publicado los resultados del registro del European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT), con una SLP y una SG a 3 afios de 42 y 54%,
respectivamente, con una tendencia hacia mejores resultados con los regimenes de
intensidad reducida (49).

La introduccion de nuevas terapias también se ha realizado en este ambito,
donde el uso de un anti-CD20 aunado a un radiofarmaco es una opcion de
tratamiento en el acondicionamiento o tratamiento de induccién en pacientes con
recaida. Existen estudios con 90Y-ibritumomab tiuxetan en combinacion con dosis
altas de quimioterapia donde no se ha observado efecto negativo sobre el injerto y
la toxicidad no es diferente a los regimenes convencionales (50). En un estudio
reciente se utilizé 90Y-ibritumomab tiuxetan (0.4 mCi/kg) combinado con dosis altas
de BEAM seguido de TauCPH contra solo el uso de BEAM,; los resultados mostraron
una mejor respuesta y supervivencia con el grupo tratado con radioinmunoterapia,
supervivencia global a 2 afios 91% frente a 62%, p =0.05 (51).

Aproximadamente entre el 60 a 40% de los pacientes mayores de 60 afios
gue son tratados con RCHOP experimentan recaida o refractariedad posteriores,
estos no son candidatos a trasplante ya sea por edad o por comorbilidades. Por lo
cual necesitan nuevos tratamiento con eficacia y menor toxicidad. Recientemente
se han descrito esquemas como gemcitabine con oxaliplatino en el cual 46
pacientes que recibieron R-Gem-Ox tuvieron respuestas completas de 50%, siendo
bien tolerado (52). Se recomienda que por ser un grupo de mal prondstico estos
pacientes deberan recibir quimioterapia y en cuanto sea posible ingresarlos a
ensayos clinicos.
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Nuevos tratamientos v estrategias para el LDCGB

La informacién actual y la que surge cada dia con respecto a la biologia de
la enfermedad ha permito subclasificar al LDCGB en diferentes entidades
moleculares (GCB, ABC y LBPM) las cuales son presentan caracteristicas clinico-
biologicas, mutaciones y activacion de vias intracelulares diferentes; estas
diferencias en las vias de sefalizacion estan permitiendo el desarrollo de terapias
diana eficaces. Estan en desarrollo nuevos anticuerpos monoclonales anti-CD20,
inhibidores de deacetilasas de histonas, inhibidores de syk, bortezomib, inhibidores
de m-TOR, enzastaurina, bevacizumab y lenalidomida, entre otros. (53)

El LDCGB de tipo ABC tiene una actividad elevada de la via NF-kB, que
puede ser suprimida con bortezomib. Algunos estudios apuntan hacia la posibilidad
de que bortezomib, en combinacion con la quimioterapia convencional, pueda
mejorar las respuestas en los LDCGB de tipo no-GCB.??Bortezomib ha sido utilizado
de manera segura en combinacién con R-CHOP en pacientes de recién diagndstico
donde se reportan respuestas globales de 100% y RC de 86% con una SLP a 2
afos de 64% y una supervivencia global de 70% (53). Estdn en marcha estudios
aleatorizados para validar esta estrategia.

Los agentes inmunomoduladores (IMIDs) como la lenalidomida puede inducir
respuestas en LDCBG,; estos inhiben la angiogénesis y al factor de necrosis tumoral
alfa, estimulan la respuesta inmune e inhiben otras interleucinas (ej. IL-12), ademas
de inducir apoptosis. Todo lo anterior llevo a probar lenalidomida como agente Unico
en 73 pacientes con recaida/refractarios obteniendo una respuesta global de 29%,
con una toxicidad moderada, principalmente hematol6gica (54) En otra serie de 49
pacientes la respuesta fue de 35% (59). Por lo cual actualmente el grupo italiano
esta llevando a cabo un estudio fase Il donde se combina lenalidomida con R-CHOP
(LR-CHOP21) en pacientes de edad avanzada con IPI de alto riesgo. Una nueva
linea de investigacion es el mantenimiento para pacientes con alto riesgo de recaida
y no candidatos a intensificacién con TauPH. (59)

Otra via que estd siendo estudiada como blanco terapéutico es la de
PI3K/Akt/mTOR. El mecanismo de accion de los inhibidores de mTOR no esta del
todo claro, al parecer incluye desde autofagia, anti-angiogénesis, inmunoregulacion
entre otros. De los inhibidores mTOR de primera generacion se estudio everolimus
como agente unico en varios linfomas, encontrando respuestas globales de 30%
(60). Actualmente se estan llevando estudios en combinacion con quimioterapia.
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Otro farmaco en estudio es la enzastaurina, un inhibidor de proteinquinasa C
beta (PKCR) que se administra por via oral y que parece tener un buen perfil de
toxicidad. Actualmente se estd ensayando en combinacion con inmuno-
quimioterapia y como tratamiento de mantenimiento. También estan en estudio
farmacos que acttan bloqueando la sefializacion del receptor de la célula B (BCR)
mediante la inhibicion de syk, lo que puede resultar efectivo en algunos casos de
LDCGB del tipo ABC (41).

Se han desarrollado nuevos anticuerpos monoclonales frente a CD20, como
ofatumumab o0 GA101, y frente a otras dianas como epratuzumab (CD22), galiximab
(CD80) o lexatumumab (TRAIL). La integracion de estos nuevos monoclonales en
las estrategias de tratamiento del LDCGB esté por determinar. (60)

Finalmente, los inhibidores de desacetilasas de histonas actualmente se
encuentran ya dentro de las recomendaciones de tratamiento en los linfomas T, sin
embargo hay observaciones que sugieren que este grupo de medicamente puede
ser de uso terapéutico linfomas de células B, ya que se ha observado alta expresion
de HAT1 y HDAC1 en LDCGB donde se correlaciona con un mal pronéstico (60).
Por lo anterior, actualmente se estan llevando estudios respecto al beneficio de
estos medicamentos en pacientes con LDCGB.

El potenciador del homologo 2 de zeste (EZH2) es un gen conservado
evolutivamente identificado en muchas especies, que comparte motivos y dominios
estructurales similares. Como histona metiltransferasa, EZH2 se ha identificado
como una sub unidad catalitica de complejo represivo polycomb 2 (PCR?2), cataliza
la trimetilacion de histona H3 en la lisina 27 (H3K27me) para regular la expresion
génica mediante maquinaria epigenética. EZH2 también funciona como supresor
transcripcional y coactivador transcripcional, dependiendo de H3K27me3 o no, y de
los diferentes contextos celulares. Numerosos estudios han destacado el papel de
EZH2 en el desarrollo y progresion del cancer. A través de la modulacion de la
expresion genética critica, EZH2 promueve la supervivencia celular, la proliferacién,
invasion y resistencia a los farmacos de las células cancerosas desde el epitelio
mesenquimal. También tiene un papel decisivo en las células inmunitarias (por
ejemplo, células T, células NK, células dendriticas y macrofagos) que son
componentes esenciales en el microambiente tumoral. (60)
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El gen EZH2 humano se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 en 7935 y
codifica una proteina de 746 aminoéacidos, EZH2 se organiza en varios dominios: el
dominio SET conservado en el extremo de C- terminal funciona para mantener la
actividad de la histona metil transferasa (HMT), el dominio CXC y el dominio ncRBD
son necesarios para las interacciones con otros componentes del complejo PRC2y
proteinas reguladoras. Dentro de sus funciones actia como supresor transcripcional
y coactivador transcripcional, dependiendo de su interaccion con los otros
componentes PCR2 o no y en diferentes contextos celulares. La sobreexpresion
como las mutaciones con pérdida de la funcion del gen EZH2 se detecta en
sindrome mielodisplasico, leucemia mieloide aguda sugiriendo que puede funcionar
como gen supresor de tumores 0 como oncogén en las neoplasias mieloides.
Estudios recientes han demostrado que se observan mutaciones somaticas en el
gen EZH2 en tipos especificos de cancer, se han identificado mutaciones puntuales
heterocigotas que afectan la tirosina 641( Y641) dentro del dominio SET catalitico
C-Terminal de EZH2 en linfomas de células B ( Linfoma difuso de células grandes
B en 22%, Linfoma folicular en 7-12% de los casos), en el analisis funcional ha
demostrado que esta mutacion media la ganancia de funcién enzimatica de EZH2
gue conduce a niveles aumentados de H3K27me3 y da como resultado la supresiéon
de la expresion génica (por ejemplo TCF4, FOXP1, TCL1A, BIK, RASSF6P,
CDKNZ1A) en linfomas. (60)

Souroullas et al demostraron que la mutacion somatica de ganancia de
funciobn de EZH2 (Y641F) en el linfoma y en el melanoma inducen una gran
reorganizacion de la estructura de la cromatina, induciendo tanto como la represion
como la activacién de los loci regulados por el polycomb. (60)

En el Instituto Nacional de Cancerologia se realiz6 de forma inicial un estudio
con el nombre un estudio de cohorte del impacto prondstico de las mutaciones del
exon 16 EZH2 en una poblacion mexicano-mestiza de pacientes con linfoma difuso
de células B grandes, teniendo como objetivo estudiar el impacto pronéstico de las
mutaciones del exdn 16 potenciador de zeste homadlogo 2 (EZH2) en pacientes con
LDCBG. Métodos: Cohorte de pacientes con LDCBG tratados entre 2015 y 2017.
Se analiz6 la presencia de mutaciones EZH2 y su asociacion con respuesta clinica
(RC), recaida, supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG).
Resultados: Se incluyeron un total de 198 pacientes; de ellos, 30 (15,2%) tenian
mutaciones en el codon 641, en el exdn 16 de EZH2. La respuesta se logré en 151
de los pacientes (76,3%) y 43 (21,7%) recayeron o progresaron durante el
seguimiento. (61)
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Las mutaciones EZH2 se asociaron con recaida / progresion (cociente de
riesgo [RR] 1,18; IC del 95%: 0,98-1,42; p = 0,031) mientras que se observé una
tendencia a no lograr una respuesta completa (RR: 0,876; intervalo de confianza
[IC] del 95% 0,74 -1,038; p = 0,071). (61)

Es de destacar que las mutaciones Tyr641His y Tyr641Ser EZH2 se
asociaron con una SSP mas corta (indice de riesgo 3,234; IC del 95%: 1,149-9,1;
p = 0,026). (61)

Concluyendo que la presencia de mutaciones EZH2 se asocia hegativamente
con recaida / progresion y mostré una tendencia a la falta de respuesta completa.
Se necesitan mas estudios para definir mejor la importancia prondstica de estas
mutaciones en pacientes con LDCBG mexicano-mestizo. (61)

El término biopsia liquida significa acceder al ADN del tumor a través de una
muestra de sangre sin la necesidad de una biopsia de tejido invasiva. Los
fragmentos libres de células de ADN (cf-DNA) son vertidos al torrente sanguineo
por las células que sufren apoptosis y circulan a baja concentracion en el plasma
como fragmentos de ADN de doble hebra que son predominantemente cortos (<200
pares de bases) (62)

La cantidad total de cfDNA en pacientes con linfoma siempre aumenta en
comparacién con sujetos sanos de la misma edad y sexo, con una concentracion
media de 30 ng / ml de plasma. Los niveles de ADN tumoral circulante (ADNct)
varian entre los diferentes subtipos de linfoma, siendo mas altos en los linfomas
agresivos que en los linfomas indolentes. (63)

El linfoma no Hodgkin es un grupo heterogéneo de tumores con excelentes
prondstico con los planes terapéuticos actuales. Linfomas agresivos, como difusos.
Los linfomas de células B grandes tienen una tasa de curacién del 70% con
quimioterapia con multiples agentes. (64)Con una comprension cada vez mayor de
la biologia tumoral y el desarrollo de agentes dirigidos, existe la oportunidad de
mejorar aln mas estos resultados. La determinacion de la biologia molecular del
tumor requiere una muestra de tejido. (64)

Con el desarrollo de técnicas para identificar el ADN tumoral circulante como medio
para obtener informacién sobre biologia molecular, respuesta a la terapia y
enfermedad minima residual. (65)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el subtipo de linfoma no
Hodgkin (LNH) mas frecuente. La organizacion mundial de la salud (OMS) lo define
como una neoplasia de células linfoides B grandes, con un nucleo de tamafo
equivalente o mayor al nucleo de los macrofagos, o mas de dos veces el tamafio de
un linfocito normal, dentro de un patron de crecimiento difuso.(1)

Es un linfoma agresivo, con altos indices de proliferacién que nos obligan
cada dia a emplear herramientas diagndésticas y terapéuticas para su manejo por lo
cual realizamos el siguiente estudio en el que evaluamos el impacto prondstico de
las mutaciones del codén 641 de EZH2 en el exén 16, en ADN circulante y lo
comparamos con la mutacion en codén 641 de EZH2 en el exon 16 ADN tumoral en
pacientes tratados con esquema CHOP- Rituximab en el Instituto Nacional de
Cancerologia.
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JUSTIFICACION

El linfoma no Hodgkin se encuentra dentro de las 10 primeras causas de
muerte por cancer en paises desarrollados (2). En México es la 102 causa en
hombres y la 112 en mujeres, por lo cual representa un problema de salud (4). El
linfoma difuso de células grandes B es el mas frecuente de los LNH, representando
cerca de la tercera parte de los casos (1). El Instituto Nacional de Cancerologia es
un centro de referencia nacional y atiende anualmente mas de 200 casos nuevos
con esta entidad.

Se realizd previamente un estudio dentro de nuestra unidad con clara
diferencia en la supervivencia global de los pacientes con mutacién en ADN tumoral,
gueremos evaluar la presencia de ADN circulante en estos pacientes y comparar
los resultados con los obtenidos previamente en tumor, valorar su impacto en la
supervivencia libre de evento, supervivencia global, asi como la especificidad y
sensibilidad de esta prueba diagndstica en los pacientes con recaida, ya que si bien
existen numerosos ensayos que muestran los resultados en pacientes con LDCGB,
estos estan descritos en su mayoria en una poblacién anglosajona, de la cual
distamos mucho en caracteristicas no solo fisicas, sino de expresidon genética.

El conocer los factores de prondstico que impactan en los resultados
obtenidos en nuestros pacientes es el primer paso para emprender posteriormente
estudios que nos permitan definir el origen de las variaciones que pudiéramos
encontrar. Todo con la finalidad de mejorar los resultados y proporcionar una mejor
atencion de la salud en nuestra poblacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el impacto prondstico de las mutaciones del codén 641 de EZH2 en tejido
tumoral y ADN circulante de pacientes con linfoma difuso de células grandes B en
pacientes con linfoma difuso de células grandes B tratados con el esquema CHOP-
Rituximab en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Objetivos especificos.

1. Describir las caracteristicas clinicas y frecuencia de mutaciones del codon
641 de EZH2 en tejido tumoral y ADN circulante de la poblacion estudiada.

2. Evaluar la sensibilidad y especificidad de la determinacién de mutaciones de
EZH2 en ADN circulante.

3. ldentificar el impacto de las mutaciones del exon 16 de EZH2 en la
respuesta y supervivencia libre de evento y global

28



HIPOTESIS O LINEAMIENTOS

Hipotesis 1:
H1: Las mutaciones del codon 641 de EZH2 tienen un impacto negativo en la
respuesta y supervivencia de paciente con linfoma difuso de células grandes B.

Hipotesis nula:
Las mutaciones del codon 641 de EZH2 no tienen un impacto en la supervivencia
de paciente con linfoma difuso de células grandes B

Hipotesis 2:
H2: La sensibilidad y especificidad de la determinacion de mutaciones del codén
641 de EZH2 en ADN circulante es mayor al 90 %.

Hipotesis nula:

La determinacion de mutaciones del codén 641 de EZH2 en ADN circulante es
menor al 50 %.
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MATERIAL Y METODOS.

Disefio del estudio:

Estudio de cohorte (observacional, prospectivo, abierto, exploratorio, comparativo,
analitico.

Universo de pacientes:

Pacientes consecutivos con diagnostico reciente de linfoma no Hodgkin variedad
difuso de células grandes B que hayan sido diagnosticados, reciban tratamiento y
seguimiento en el Instituto Nacional de Cancerologia de México por parte del
departamento de hematologia, que cumplan con los criterios de inclusién y no sean
descalificados por los criterios de exclusién y eliminacién, seran considerados para
reclutamiento.

Procedimiento de entrada al estudio

Se obtuvo consentimiento informado de todos los pacientes.
Criterios de inclusion:

1. Haber firmado el formato de Consentimiento informado

2. Diagnostico histopatolégico de: linfoma difuso de células grandes B mediante
biopsia de ganglio linfatico.

3. Edad: mayor de 18 afios.

4. Geénero: Varon, mujer.

5. ECOG: 0-2.

6. Tener enfermedad medible por PET-CT basal

7. Funcion hepatica, renal y hematologica con los siguientes criterios:

a. Hemoglobina > 10 gr/dl

Neutrofilos > 2000 cel/mm3

Plaquetas > 100,000 cel/mm3

Creatinina sérica < 1.5 veces el valor normal

TGOy TGP < 3.0 veces el valor normal BT < 3.0 veces el valor normal

Fosfatasa alcalina < 3.0 veces el valor normal

Niveles de seralbumina preterapéutica

Niveles de proteina C reactiva preterapéutica

8. Pacientes sin tratamiento antineoplasico previo.

9. Candidatos a ser sometidos a quimioterapia de primera linea con intento
curativo

10.En las mujeres de edad fértil, que acepten emplear un método anticonceptivo
atil y aprobado.

el R i
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Criterios de exclusion

1. Participacion concomitante en otro estudio de investigacion

2. Haber recibido cualquier tratamiento previo de quimioterapia, inmunoterapia,
terapia biolégica, o transcripcional, radioterapia, corticoesteriodes o cualquier
otra local en los 28 dias anteriores a su inclusion al estudio.

3. Tener un diagnostico de otra neoplasia en los 5 afios previos.

5. Contraindicacion para recibir alguno de los farmacos del estudio, como
seropositividad para hepatitis B, hepatitis C.

6. Seropositividad para VIH, ya que la administracion de quimioterapia puede
disminuir la cuenta de CD4 y ello favorecer la adquisicion de infecciones
oportunistas.

7. Otra enfermedad concomitante descontrolada o infecciosa bajo tratamiento
con antibiéticos, antivirales o antifingicosque contraindique el uso de
quimioterapia.

10. Embarazo o lactancia.

12. Negacion o incapacidad para utilizar un método anticonceptivo eficaz.

Criterios de eliminacion:

1. Pacientes con fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo menor al 50 %,
evaluada por MUGA.

2. Pacientes con pérdida de seguimiento (que no regresan al ciclo 2 de
tratamiento) o tratamiento no evaluable por falta de adherencia al mismo.

3. Pacientes que no cuenten con estudios PET/CT basal y al final del
tratamiento.

4. Linfoma difuso de células grandes B primario de sistema nervioso central.

Tratamiento:

El tratamiento no constituye parte del disefio experimental, pero todos los pacientes
recibiran 6 -8 ciclos de quimioterapia con CHOP + rituximab, ya que es el tratamiento
estandar para estos pacientes y éste sera cubierto por el seguro de gastos
catastroficos. Los pacientes en etapas clinicas | y I, de manera estandar reciben 6
ciclos y los pacientes en etapas clinicas Il y IV recibiran 8 ciclos de tratamiento.

El régimen CHOP-R consiste en:

- Ciclofosfamida, 750 mg/m2 1.V, dia 1,

- Doxorubicina, 50 mg/m2 1.V, dia 1,

- Vincristina, 1.4 mg/m2 1.V. hasta un maximo de 2 mg como dosis total, dia 1
- Prednisona, 100 mg /diarios via oral, dias 1 al 5.

- Rituximab: 375 mg/m2 I.V. el dial
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En todos los casos

Variables a evaluar:

1.-Variable dependiente: Supervivencia libre de progresion.

Categorias: Remision de la enfermedad y enfermedad persistente

Tipo de variable: Cualitativa discreta

Escala de medicion: nominal dicotémica.

Esta se evalud con los criterios internacionales estandares de Deauville por PET-
CT (51)

El reporte de PET/CT se tomé del expediente clinico con informe oficial por Médico
Adscrito de especialidad en oncologia nuclear e imagen molecular con experiencia
en la interpretacion de este tipo de estudios en una estacién de trabajo Leonardo
(Siemens) equipada con el software Syngo v.2009 (Siemens), subsecuentemente
se hara la comparacién de los resultados de los estudios PET/CT los cuales serviran
para determinar, primero las lesiones medibles y segundo la magnitud del cambio
porcentual de la captacion del radiotrazador expresado en SUVmax trazando una
region de interés sobre las lesiones medibles, asi mismo se determinara el
SUVpromedio de la captacion hepética trazando una region de interés sobre el
l6bulo derecho del higado lo cual determinara si ambos estudios son comparables
entre si.

2. Variables independientes.
Se evaluaron las siguientes variables:
e Clinicas.
Edad
Género
Estado fisico del paciente por escala de ECOG
Presencia de sintomas B
Estadio clinico por Ann Arbor
Infiltracion a médula 6sea
Niveles de deshidrogenasa lactica
Niveles de beta-2 microglobulina
Citometria hematica
Cuenta de monocitos absolutos
Niveles de seralbumina preterapéutica
Numero de sitios extranodales involucrados.
Indice de masa corporal.

o

0O O O 0O 0O 00 O 0o O o 0 o
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Histopatoldgicas.

©)

(@]

Expresion por inmunohistoquimica de: MUM-1, CD10, BCL-6,
BCL-2, Myc.

indice de proliferacion, evaluado por el porcentaje de células Ki67
positivas.

Alteraciones del microambiente:

Estroma tipo 1 vs tipo 2.

Variantes del tipo de linfoma difuso de células grandes:
centroblastico, inmunoblastico, anaplasico.

Tipo de LDCGB, clasificado con el nomograma de Hans: centro
germinal, de célula B activada.

Alteraciones epigenéticas.

Mutaciones en EZH2:
= 641 en el exdbn 16 en tejido tumoral y ADN circulante.

Técnica de inmunohistoquimica

Todas las pruebas se corrieron en el equipo automatizado Benchmark ULTRA
(Ventana) con el siguiente protocolo:

1. Seleccionar un bloque de tejido fijado en formol amortiguado al 10% y embebido
en parafina

© 00 NO O~ WN

. Realizar cortes de 2 [Im y colocar en laminillas cargadas

. Desparafinar

. Hacer un calentamiento previo de la laminilla a 72°C desde médium temperaturas
. Acondicionador celular

. ULTRA conditioner #1

. Calentar la laminilla a 95°C, e incubar 8 minutos

. ULTRA CC1 por 20 minutos

. Calentar la laminilla a 36°C, e incubar 4 minutos

10. Agregar anticuerpo (100 — 150 1)

11. Aplicar una gota de PREP KIT 5

12. Colocar coverslip e incubar 20 minutos
11. ULTRA wash

12. Tefir con hematoxilina 30 segundos
13. Colocar cubreobjetos (montar)
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Nota. Los pasos 3 al 12 los realiza de manera automatica del equipo.

Se utilizardn los siguientes anticuerpos primarios, que ya han sido previamente
evaluados con el equipo de ventana, disponible en el INCAN:

Anticuerpo Clona Marca
CD 10 56C6 BioSB
BCL-2 124 Dako
BCL-6 PG-B6p Dako
MUM1 MUM1p Dako
Ki-67 SP6 BioSB
Myc Y69 (Catalogo 1472-1) Epitomics

De acuerdo al criterio de los patélogos se consideraran:

+ tincion tenue

++  tincion fuerte

+++ tincion intensa

Como controles negativos se utilizara linfocitos de donadores voluntarios.

Mutaciones de EZH?2.

Se extrajo DNA del tejido tumoral, por el por el método de proteinasa K. En
resumen: se realizaron cortes de 5-8 uM, que después de desparafinarén, se
afadio buffer de extraccion de DNA y proteinasa K, se homogeneizara y se dejara
precipitar a 55 °C. Posteriormente se afiadié un volumen de fenol: cloroformo (1:1)
y se centrifugd. Se recupero la fase acuosa superior y se adicion6 un volumen igual
de cloroformo. Después de recuperar la fase acuosa, se precipitdé con un volumen
de isopropanol y NaCl 5M, se mezcl6 por inversién suave y se dejo precipitar a -
20°C por 12 hrs. Se centrifug6 y se decantd el sobrenadante. El boton de DNA se
lavé con etanol y se centrifugd, para decantar el sobrenadante y también la
evaporacion del alcohol excedente. El DNA se resuspendio con TE; se cuantificd
por espectrofotometria y se almacené a -20°C
El DNA extraido se amplifico por PCR con los siguientes primers:

EZH2-E16-S GTGCCCAATTACTGCCTTAGA

EZH2-E16-AS TCCAATCAAACCCACAGACTTAC

El producto obtenido se analizé por secuencia, para evaluar las mutaciones de
EZH2 en la posicion 641 del exén 16.
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Extraccion del ADN circulante:

Se utilizé el Kit de QIAGEN QIAmp Circulating Nucleic Acid, y se realizé de
acuerdo con las instrucciones del proveedor, que en resimen son: La muestra de
plasma de 5 ml, se centrifugarda a temperatura ambiente, posteriormente se
adicionara Buffer ACL y se pasa a agitacion en vortex por 30 segundos. Se incuba
a 60 °C por 30 minutos. Se adiciona Buffer ACB para obtener un lisado y se pasa
en vortex durante 15-30 segundos. El lisado se incuba con Buffer ACB y se deja
sobre hielo para estabilizar durante 5 minutos.

Se transfirié a la columna QIAmp Mini column, y ésta se conecta a la bomba de
vacio, se afiade el buffer ACW1 y se libera la presion. Finalmente se adicionan 750
mcL de etanol al 96%-100 % y se remueve el tubo colector.

El ADN circulante, se cuantifico y se amplificé por PCR con los primers sefialados
anteriormente. EI producto obtenido se analiz6 por secuencia, para evaluar las
mutaciones de EZH2 en la posicion 641 del exén 16.

Criterios de eficacia.

Se utilizé6 como estandar de oro la respuesta completa de acuerdo con los criterios
de Deauville al final al tratamiento. La presencia de enfermedad estable, progresion
0 repuesta parcial se consideraran como criterios de falla.

Estos criterios se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1. Definiciones de Respuesta para Estudios Clinicos

Respuesta | Definicion Masas Bazo, Bazo Médula Osea
Nodales
RC Desaparicion | (a) Captacion | No palpable, | Infiltrado limpio en
de toda | de FDG o PET | que los | biopsia repetida; si
evidencia de | positivo previo | nddulos es indeterminado
enfermedad a la terapia; | desaparezcan | por morfologia, la

masa de

inmunohistoquimica

cualquier debe ser negativa.
tamano

permitido si el

PET es

negativo

(b) Captacion

de FDG

35




variable o el
PET negativo;
regresion  al
tamafio
normal en la
CT

PR

Regresion de
enfermedad

medible y no
nuevos sitios

Disminucion
>50% en SPD
de hasta 6
masas
grandes
dominantes;
no aumento
en el tamano
de los
nodulos.

(a) Captacion
de FDG o PET
positivo previo
a la terapia;
uno O mas
PET positivo
en sitios
previamente
involucrados
(b) Captacion
de FDG
variable o]
PET negativo;
regresion en
CT

Disminucion
>50% en SPD
de nodulos
(para un solo
nodulo en su
diametro
mayor
trasverso); no
aumento en el
tamafio del
higado o bazo

Irrelevante si  es
positivo previo a la
terapia; el tipo
celular debe ser
especificado.

SD

Fallo para
lograr CR/PR
o PD

(a) Captacion
de FDG o PET
positivo previo
a la terapia,;
PET positivo
en sitios con
enfermedad

previa y no
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nuevos sitios
en CT o PET
(b) Captacion
de FDG
variable o]
PET negativo;
no cambio en
el tamafo de
lesiones
previas en la
CT

Enfermedad
Recurrente
o PD

Cualquier
lesion nueva o
incremento de
>50% de sitios
previamente
involucrados
desde nadir

Aparicion de
una nueva
lesibn(es) >
15 cm en
cualquier eje,
> 50% de
incremento en
SPD de mas
de un nédulo,
0 > 50% de
incremento en
el  didmetro
mayor de un
nédulo
previamente
identificado >
lcm en el eje
corto.
Lesiones PET
positivas si el
linfoma  con
captacion
FDG o PET
positiva previo
a la terapia

Incremento de
> 50% desde
nadir en el
SPD de
cualquiera de
las  lesiones
previas

Lesiébn nueva
recurrente

o

Abreviaciones:

RC,

remision

completa;

FDG,[*®F]florodeoxyglucosa;
tomografia por emisién de positrones; CT, tomografia computada; PR, remision
parcial, remision parcial; SPD, la suma del producto de los diametros; SD,

enfermedad estable; PD enfermedad progresiva.
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Tamafio de muestra:

De acuerdo a la recomendacion de Tabachnik y Fidell, los estudios de

analisis multivariado pueden proyectarse con un total de 5 a 10 eventos por variable
analizada. Si se incluyen 10 variables se requieren 100 eventos de respuesta
clinica. Para una estimacion de respuestas clinicas del 80% en nuestros pacientes,
se requeririan 120 a 130 pacientes.
De acuerdo a la evaluacion del rendimiento del modelo final, considerando una
probabilidad de alfa 0.05, con una prevalencia de respuestas clinicas del 80 %,
considerando un valor de sensibilidad estimado del 90 %, con un limite inferior del
intervalo de confianza del 95% para la sensibilidad estimada del 85 % se requieren
180 pacientes (52).

Analisis estadistico

Las variables demogréficas se listan en tablas de frecuencias. Las variables
numéricas de analizaran por medidas de tendencia central (media) + desviacion
estdndar. Se construyeron curvas de supervivencia global (SG) y libre de
enfermedad (SLE) por el método de Kaplan-Meier. Sus diferencias se evaluaran con
el método de Logrank. En ambas se consideraron como tiempo basal la fecha del
diagndstico histologico y como fecha para el desenlace la fecha de recaida (para
SLE), o bien la de defuncién y/o ultima consulta (para SG). Se realiz6 analisis de
regresion de Cox para evaluar los factores que pudieran influir en la SLE y SG. Se
calcul6 el riesgo relativo como medida de asociacion y se calcularon ademas los
intervalos de confianza del 95%.

Para analizar los factores asociados con el evento de respuesta clinica se utilizé el
modelo de regresion logistica, y se calculé la razon de momios como medida de
asociacion con sus intervalos de confianza del 95%. Se realiz0 analisis de
interacciones de la manera habitual, y el calculo del modelo final se realiz6 el
método de “backward stepwise”.

Se considerara como estadisticamente significativo a los valores menores de 0.05;
todas las estadisticas seran de dos colas y se utilizara el software SPSS version 20
para Windows.
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CONSIDERACIONES ETICAS

1. PROCESO DE OBTENCION DE MUESTRAS

Las muestras obtenidas del tejido parafinado y de sangre periférica, fueron
obtenidas para fines diagnoésticos.
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2. PROCESO DE OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se inform6 al paciente y a su familiar sobre el estudio a realizar, proporcionando
suficiente tiempo para aclarar cualquier duda que presente durante la
explicacion del mismo, se les proporcion6 un consentimiento informado para que
pudieran comentar con otros familiares o médicos sobre su participacion
voluntaria o su decision de no participar en el protocolo. Se agendd una cita (al
dia siguiente o en la siguiente consulta del paciente) para recibir la decision que
hayan tomado sobre su participaciéon. En caso de aceptacion, se procedid a
firmar un original por el paciente, testigos e investigador principal y se entregara
otro documento igual, firmado para que el paciente pueda conservarlo.



RESULTADOS.

Se incluyeron 138 pacientes, las caracteristicas demograficas y del tumor se
resumen en las siguientes tablas:

Tabla niumero 1: Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Masculino 70 (50.7 %)

Femenino 68 (49.3%)

Edad en afos, mediana + SD, (rango) | 59 afios + 14.34 (rango 21-94)

ECOG*=2 40 (28%)
Diabetes Mellitus, n (%) 32 (23.1%)
Hipertension arterial 34 (24.6%)
Cardiopatia 1 (0.7%)

| 21 (15.21%)
I 21 (15.21%)
Il 15 (10.86%)

\Y, 81 (58.69%)
Bulky 54 (39.13%)
Sitios Extranodales = 2 40 (29%)
Sintomas B 63 (45.7%)
Bajo 38 (28.3%)
Intermedio-Bajo 16 (11.9%)
Intermedio-Alto 24 (17.3%)
Alto 60 (44.7%)

*C: Circulante **T: Tumoral * Clase funcional ** Fraccion de eyeccion del Ventriculo
Izquierdo por MUGA, TIndice pronéstico internacional.
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Tabla namero 2: Caracteristicas Histolégicas, Bioquimicas y Riesgo de entidad
neoplasica.

Doble HIT 15 (10.86%)

Centro germinal 98 (71.01%)

No Centro germinal 34 (24.6%)

No Clasificable 6 (4.34%)

Ki-67 2 70% 63 (45.6%)

Ki-67 = 90% 20 (14.4%)

MYC positivo 53 (38.4%)
Alteraciones Bioquimicas

DHL promedio + SD (Rango) 725.92 + 1051 (115-9960)
B2 Microglobulina promedio + SD | 3.15+ 2.05 (1-17.25)
(Rango)

Tabla 3. Comparacion de las mutaciones de EZH2 en tejido tumoral y ADN
circulante.

ADN wild type 116 1 117
Tumoral Mutaciones 11 10 21
Total 127 11 138

Se analizaron los casos se determinan verdaderos positivos 10, verdaderos
negativos 116, falso positivo 1 caso y falso negativo 10 casos. Se calcula la
sensibilidad de esta prueba diagnostica 47% y la especificidad 99%

Los pacientes con Linfoma difuso de células grandes fueron tratados con
Quimioterapia, CHOP-Rituximab, no obstante paciente con FEVI o complicaciones
cardiacas recibieron COP-R, al debut con infiltracion a sistema nervioso central
recibieron dos ciclos de Dosis altas de metotrexate con citarabina y posterior
esquema con CHOP- Rituximab, no recibieron tratamiento 6 pacientes debido a sus
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condiciones fragiles al ingreso hospitalario. De los 132 pacientes que recibieron
quimioterapia, 69 requirieron radioterapia por enfermedad voluminosa al
diagnostico.

Se evalu6 también la presencia de complicaciones como mielosupresion
dependiente de transfusiones registrada Unicamente en 15 pacientes,
complicaciones cardiovasculares 2, complicaciones renales 2, gastrointestinales 5,
neuropatia 1, trombosis 3 eventos, y complicaciones pulmonares 7 pacientes.

Se determind la respuesta en base a PET-CT con la escala de Deauville, obteniendo

la siguiente tabla

Tabla 4. Frecuencia de Respuestas a tratamiento.

Completa 82 (59.4)
Parcial 16 (11.5)
Enfermedad Estable 2 (1.44)
Progresién 16 (11.55)
No evaluada 22 (15.9)

Posteriormente, se realizé un analisis bi variado y por ANOVA para evaluar la
relacion entre la presencia de mutaciones de EZH2 en el ADN tumoral y recaida

Tabla 5: Relacién de mutaciones de EZH2 en ADN tumoral y ciruculante con

recaida - ANOVA

ADN

Wild-type

tumoral

Mutaciones

ADN Wild-type 105 17 122 0.051
circulante Mutaciones | 7 4 11
112 21 133

Se realiza el analisis de la Supervivencia Libre de Evento (SLE) en tejido tumoral y
sangre periférica asi como las graficas de Supervivencia Global (SG) en tejido
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tumoral y sangre periférica con mutacion el exdn 16 del codon 641 EZH2. Se realizo
la gréfica de sensibilidad y especificidad en relacion a presencia de ADN tumoral y
recaida.

Figura 1: Supervivencia Libre de enfermedad de pacientes con mutacion y
wild-type en ADN Tejido tumoral.

Funciones de supervivencia
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il 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

SLE

Supervivencia libre de evento en pacientes con LDCGB con mutacion en exén 16,
coddén 641 EZH2 en ADN Tumoral
La mediana en meses de SLE global es de 50 meses y con mutaciones de 46 meses

valor de p 0.58, Log Rank 3.5
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Figura 2: Supervivencia Libre de Evento de pacientes con mutacion y wild-
type en ADN en Sangre periférica.
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Figura 3: Supervivencia Global de pacientes con mutacién y wild-type en ADN

Tejido tumoral.
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Supervivencia Global de pacientes con LDCGB con mutacion en exén 16 codon 641
en ADN del tejido tumoral. La media es de 40 meses, valor de p 0.866
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Figura 4: Supervivencia Global de pacientes con mutacién y wild-type en ADN
circulante en Sangre periférica.

Funciones de supervivencia

10 categorica_sangre
Tyt
—I T Mutaciones
I wt-censurada

0,8 —— Mutaciones-censurado
] ' N b t } =+
ko]
©
3
g 1. 1
3 08
]
=
=]
c
o
= 04
=
|
@
o
=
w

0,2

0,0

0o 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00
SG

Curva Kapplan Meier- Supervivencia Global en ADN Circulante (sangre periférica),
pacientes con LDCG-B con mutacion en exon 16 EZH2 codon 641. La media es de
40 meses valor de p=0.531.
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Figura 5: Sensibilidad y Especificidad de ADN tumoral y Recaida.
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Se realizo el célculo de sensibilidad de 47% y especificidad de 99%,
p=0,0534.
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ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Dentro de las caracteristicas generales, se registr6 correlacion con los
registros internacionales donde el Linfoma Difuso de Células Grandes B es
prevalente en el sexo masculino (4) acorde a nuestra poblacion de estudio; y con
similar distribucion a la poblacion de Estados Unidos de América, donde las dos
terceras partes son diagnosticados en mayores de 60 afios (3), la poblacion
diagnosticada en nuestra institucion presento una media de edad de 59 afios con
rango de 21-94.

La presencia de comorbilidades se ha identificado con menor supervivencia
de los pacientes con diagnosticos de neoplasias, en el caso de los pacientes con
linfoma no Hodgkin la prevalencia de Diabetes Mellitus en 19.21% e hipertension
arterial en 9.5% sin embargo lo registrado en esta cohorte es mayor a lo
documentado en otras series siendo para Diabetes Mellitus e Hipertensién arterial
23.1% y 24.6% respectivamente, podria estar en relacion a la dieta y estilos de vida
de la poblacién sin embargo se requiere de estudios dirigidos a esta indole para
valorar su relacion. (5,6)

El indice prondéstico internacional (IPl) empleado al diagnéstico del Linfoma
difuso de células grandes B es utilizado para discernir a pacientes con alto riesgo
de recaida, se establecen cuatro grupos riesgo bajo, intermedio bajo, intermedio
alto y alto riesgo de recaida en base a puntuacion obtenida en los criterios clinicos
(7) en esta serie 60 pacientes (44.7%) se registraron en este subgrupo con Alto
riesgo, 24 (17.3%) riesgo intermedio alto, 16 (11.9%) intermedio bajo y 38 (28.3%)
bajo riesgo de recaida.

c-MYC es uno de los factores transcripcionales mas esenciales, que regula
una amplia gama de funciones celulares, incluida la proliferacion, el crecimiento y la
apoptosis. La desregulacion de c-MYC induce linfomagénesis por la pérdida del
control estricto de la expresion de c-MYC , lo que conduce a la sobreexpresion de
la proteina c-MYC intacta, en contraste con las mutaciones somaticas o proteinas
de fusion observadas en muchos otros oncogenes (17), se determind por
inmunohistoquimica la presencia de MYC positivo en 53 pacientes (38.4%).

La determinacion del origen celular en este tipo de linfomas es determinante
en la fisiopatologia de este entidad, 98 pacientes (71.01%) de esta cohorte
presentaron origen centro germinal, siendo el mas comun de los subgrupos
moleculares (1).
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La elevacion del indice de proliferacion tumoral Ki-67 se asocia a menor
supervivencia global y menor supervivencia libre de progresion, Tang vy
colaboradores (16) describieron el valor de corte Ki-67 = 70% en 180 pacientes
(65.7%) asi como Ki-67 = 90% 58 pacientes (21.2%), en nuestra unidad se
registraron 63 pacientes con Ki-67 = 70% (45.6%) y Ki-67 = 90% 20 pacientes
(14.4%) las muestras no son similares debido al tamafio muestral.

En esta era de la medicina personalizada, la informacion genética es
fundamental para el diagnostico temprano ayudando a la estimacion de riesgo,
dirigiendo a la opcion terapéutica y monitoreando la recaida de la enfermedad, por
lo cual es necesario comprender los paisajes gendmicos tumorales y la dinamica de
la enfermedad. (22)

El ADN circulante, es un biomarcador no invasivo, en tiempo real y especifico
del tumor que refleja de manera confiable el perfil genético tumoral integral por lo
gue es muy prometedor en la practica individualizada, incluido para el diagnéstico y
prondstico preciso, el monitoreo de respuesta y deteccién de recaida en pacientes
con linfomas difusos de células grandes B, (23) se reconoce la necesidad de
distinguir la variable silvestre (Wild-type) y la presencia de mutaciones en el EZH2
en exon 16, se encontré que 116 pacientes son verdaderos falsos negativos, 10
verdaderos positivos, 11 falsos negativos y curiosamente un caso con una mutacion
circulante sin deteccion, se realizo la cuantificacion de ADN circulante con una
concentracion media de 1575 ng/mL, con rango de 222-170,531 ng/mL,
documentandose una mayor concentracion de AND circulante al diagndstico en los
pacientes que presentaron recaida, después de la comparaciéon con ANOVA, se
encontrd correlacion estadisticamente significativa con valor de p =0,016 entre la
concentracion y recaida.

Se identificaron mutaciones del exén 16 en 20 muestras de tumor y 11
muestras de sangre periférica, después de consideras las muestras tumorales como
estdndar de referencia la sensibilidad de ADN circulante fue de 47% vy la
especificidad del 99% para diagnosticar mutaciones del EZH2 en el exén 16, estas
mutaciones tuvieron un impacto negativo en la supervivencia libre de eventos, tanto
en tejido con mediana de 38,3 meses frente 43 meses, con valor de p=0,05y en
ADN circulante con mediana de 35 frente 40 meses con valor de p= 0,049 meses.
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Se alcanzé la respuesta en 98 pacientes (70.9%) del grupo en estudio y la
recaida se registré en 21 pacientes (15.2%), similar a lo reportado en el estudio
inicial de evaluacion de mutaciones Unicamente en ADN tumoral donde ellos
lograron respuesta en 151 pacientes (76.3%) y recaidas en 43 pacientes (21.7%),
(41), en el estudio del grupo GELA las respuestas completas se obtuvieron en 76%
considerando la heterogeneidad de las poblaciones las tasas de respuestas son
semejantes.
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CONCLUSIONES

51

. Dentro de las caracteristicas generales de los pacientes atendidos en el

Instituto Nacional de cancerologia con diagnostico de Linfoma difuso de
células grandes B predomina el sexo masculino en 50,7%,ECOG = 2
49,3%, Estadio IlI-1V 69,6%, IPI de alto riesgo 43,5% de la poblacion de
estudio

. Elorigen centro germinal continua siendo el mas frecuente en este linfoma

agresivo, con expresion positiva para c-MYC, de la determinacion de
mutaciones en el codon 641 del exén 16 de EZH2 se encontré que 116
pacientes son verdaderos falsos negativos, 10 verdaderos positivos, 11
falsos negativos y curiosamente un caso con una mutacion circulante sin
deteccion, asi mismo se realizo la determinacion de la concentracion
media de ct-ADN 1575 ng / ml (222-170531 ng / ml) con 1Q 25-75 (902-
754650), la mediana de ambos grupos 2639 ng / ml.

. La determinacion de ct-ADN es un biomarcador que se evalué como factor

de impacto en la recaida tanto en ADN tumoral con valor de p 0,016 como
en ct-ADN de sangre periférica con valor de p 0,05, con una sensibilidad
de 47% y especificidad de 99%, se analizd la supervivencia libre de
evento con mediana de 40 meses con valor de p 0,058; no se ha
alcanzado la supervivencia global. El estandar de tratamiento R-CHOP
alcanza en este grupo de pacientes respuestas globales en 70.9%,
presentandose recaidas en 15.21%.

. La técnica utilizada para analizar las mutaciones de EZH2 en ADN

circulante fue poco especifica y altamente sensible. Es necesario evaluar
técnicas mas especificas.
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ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

e TITULO DEL ESTUDIO

Determinacion de un modelo predictivo de respuesta clinica y de
supervivencia basado en factores clinicos, histolégicos y epigenéticos en
pacientes con linfoma no Hodgkin difuso de células grandes “B” tratados con
el esquema CHOP-rituximab en el Instituto Nacional de Cancerologia: un
estudio de Cohorte

e I.LAJUSTIFICACION Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO.

Lo/la invitamos a que participe en un estudio de investigacion. Los médicos
del Instituto Nacional de Cancerologia estan interesados en estudiar que factores
pueden influir en la respuesta al tratamiento de pacientes con Linfoma Difuso de
Células Grandes B. El objetivo de este estudio es determinar cuales son los factores
presentes en los pacientes (como otras enfermedades, peso, talla, estudios de
laboratorio) y/o en el linfoma que pueden influir en la respuesta al tratamiento que

requiere para su linfoma.

e |IA. LOS TRATAMIENTOS A EMPLEARSE Y SU PROPOSITO,
INCLUYENDO LA IDENTIFICACION DE LOS PROCESOS
EXPERIMENTALES Y LA POSIBILIDAD DE SER ASIGNADO
ALEATORIAMENTE A ELLOS.

En este estudio, su médico le indicara el tratamiento que requiera. No se

administraran medicamentos en experimentacion.

e IIB. LOS PROCEDIMIENTOS MEDICOS QUE SE REALIZARAN AL
SUJETO DURANTE EL ESTUDIO, ESPECIALMENTE LOS INVASORES.

Si usted acepta participar, en este estudio se evaluara en el tejido que ya fue

biopsiado algunas proteinas y caracteristicas propias del tumor. Asi mismo, se
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revisara su expediente clinico para tomar datos como son:peso, talla, enfermedades
concomitantes (adicionales al linfoma, como diabetes mellitus, hipertensién), se
revisaran los resultados de laboratorio que se requieren previo al inicio de su
tratamiento. Posteriormente, el grupo de investigadores seguiremos su evolucion y
registraremos la respuesta que haya tenido al tratamiento y se establecera una

correlacion entre estas variables y la respuesta que haya presentado.

El material histologico sera utilizado exclusivamente para fines de esta
investigacion. No se realizara procedimiento invasivo alguno para fines de este

protocolo.

También se le solicitarad la toma de una muestra de sangre, de 5 ml. Esta

cantidad es aproximadamente 2 cucharadas.

¢POR QUE SE ME SELECCIONO?

Se le invita a participar por que usted tiene linfoma difuso de células grandes B,que

es el linfoma que estamos estudiando.

¢ EN QUE CONSISTIRA MI PARTICIPACION EN EL ESTUDIO?
Si usted acepta participar, nos autoriza a utilizar una fraccion del tejido que ya fue
biopsiado, para estos estudios y a revisar su expediene clinico. Usted no sera

sometido a maniobras invasivas, ni tratamientos experimentales.
e LAS RESPONSABILIDADES DEL SUJETO.

Al aceptar participar en este estudio, usted autoriza el uso del tejido que se le
biopsié. Independientemente de su participacion o no en este estudio, le sugerimos

acuda a todas las recomendaciones que los médicos de la Institucion le indiquen.

e |ll. LOS RIESGOS O MOLESTIAS ESPERABLES RAZONABLEMENTE
PARA EL SUJETO, O UN FETO/EMBRION.
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Por las caracteristicas de este protocolo, los riesgos son nulos para un feto/embrion.
La toma de muestra puede producir dolor, o alguna molestia local, como un

moretoén.

e IV.LOS BENEFICIOS ESPERABLES, Y UNA MENCION CATEGORICA DE
QUE NO SE ESPERAN BENEFICIOS CLINICOS PARA EL SUJETO,
CUANDO SEA EL CASO.

Los resultados de este estudio no proporcionaran un beneficio directo para usted,
pero permitiran conocer un poco mas sobre el comportamiento del linfoma que usted

tiene y ello pudiera a futuro beneficiar a otros pacientes.

e V. LOS TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS EXISTENTES Y SUS
BENEFICIOS/RIESGOS.

En este estudio no se administraran tratamientos experimentales, por lo que usted

recibira el tratamiento que su médico le indique.

Usted y su familia deben hacer todas las preguntas que deseen antes de que usted
decida participar en este estudio. Asegurese de obtener toda la informacion que

necesita antes de tomar la decision.

e VI. GASTOS ADICIONALES, COMPENSACIONES Y PAGO POR
LESIONES RELACIONADAS CON EL ESTUDIO.

A usted no se le cobrard ningun costo adicional por la revision del material de la

biopsia o por los estudios que en ella se realizaran. No recibirA ninguna

remuneracion por su participacion, ni pago por indemnizaciones.

e VII. QUE EL CONSENTIMIENTO IMPLICA PERMITIR EL ACCESO A SU
EXPEDIENTE MEDICO A TERCEROS, CON UNA INDICACION DE LOS
MISMOS (QUE DEBERA INCLUIR AL COMITE). QUE TAL ACCESO SE
REALIZARA CON RESPETO A SU PRIVACIDAD, Y QUE NO SE
PUBLICARA SU IDENTIDAD, EN TANTO EN CUANTO LO PERMITA LA
LEY.
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La informacién reunida para el estudio sera confidencial. El grupo de investigadores
tendra acceso a su expediente clinico y los resultados seran capturados en una
base de datos donde usted no podra ser identificado.

Podremos publicar los resultados del estudio o presentarlos en reuniones
profesionales, pero su nombre no se divulgara, ni se mencionara en ningun informe
o publicacion. No es posible que terceras personas, amigos, o allegados suyos
sepan de su enfermedad y conozcan otras cosas Unicas acerca de su edad, sexo 0

enfermedad que pudieran identificarlo a usted en una publicacion.

e VII. QUE RECIBIRA OPORTUNAMENTE CUALQUIER INFORMACION
NUEVA QUE PUDIERA AFECTAR A SU DESEO DE PERMANECER EN

EL ESTUDIO.
Estos resultados seran analizados por el grupo de investigadores, de encontrar

alguno que lo afecte directamente, se le informara oportunamente.

e IX. LAS PERSONAS A CONTACTAR EN CASO DE TENER PREGUNTAS
SOBRE EL ESTUDIO, CON SU NOMBRE COMPLETO Y TELEFONO DE
CONTACTO.

Cualquier pregunta que usted pueda tener acerca de cualquier aspecto del estudio,
ahora o en cualquier momento en el futuro. Le alentamos a que obtenga respuestas
a todas sus preguntas comunicandose con la Dra. Myrna Gloria Candelaria
Hernandez, al 56-28-04-00, extensioén 43015, investigadora principal.

Es posible que quiera que un amigo o familiar lea el formulario y hable con el médico
del estudio junto con usted. Usted puede también hablar con su médico personal
acerca de lo que debe hacer. Hablar de las cosas puede ayudarle a tomar la decision

correcta.

e X.LAS PERSONAS (Y SUS TELEFONOS) A CONTACTAR EN CASO DE
TENER PREGUNTAS ACERCA DE SUS DERECHOS COMO
PARTICIPANTE EN EL ESTUDIO, O EN CASO DE CREER QUE HA
SUFRIDO UNA LESION COMO RESULTADO DE SU
PARTICIPACION. ESTAS PERSONAS SERAN MIEMBROS DEL COMITE
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Y SU IDENTIDAD SE COMUNICARA A LA COMUNIDAD DE
INVESTIGADORES PARA QUE PUEDAN TENERLO EN CUENTA A LA
HORA DE REDACTAR LOS CONSENTIMIENTOS.

Para informacion acerca de los derechos de los sujetos de investigacion, usted
puede comunicarse con el Secretario del Comité de Etica, Dra. Maria del Carmen
Lizeth Leon Castillo al teléfono 56.28-04-00, extension 37015.

e XI.LAS CIRCUNSTANCIAS POR LAS CUALES PODRIA SUSPENDERSE
EL ENSAYO PARA UN SUJETO.

Aun cuando usted autorice voluntariamente participar en este protocolo, en el
momento en que usted lo decidiera, puede avisar al grupo de investigadores y retirar
su consentimiento informado, sin que ello afecte sus derechos como paciente del
INCan.

e Xll. LA DURACION ESPERADA DE LA PARTICIPACION DE CADA
SUJETO.

Si usted decide participar, se vigilara su respuesta al tratamiento a través del

expediente clinico, pero no requerira acudir a visitas especiales para el protocolo.

e XlIl. EL NUMERO DE SUJETOS A INCLUIR EN TODO EL ESTUDIO Y EN
EL CENTRO DEL INVESTIGADOR.

Se incluiran aproximadamente 200 pacientes en esta Institucion.

e XIV. UNA MENCION EX,PLI’CITA Y BIEN DIFERENCIADA QUE INDIQUE
QUE LA PARTICIPACION ES TOTALMENTE VOLUNTARIA Y QUE EL

SUJETO PUEDE:
. REHUSARSE A PARTICIPAR.
RETIRARSE DEL ESTUDIO EN CUALQUIER MOMENTO, SI YA ESTA PARTICIPANDO.
QUE ANTE ESAS DECISIONES NADIE SE ENOJARA CON EL SUJETO, NI SE TOMARAN
REPRESALIAS EN CONTRA DEL SUJETO, NI PERDERA DERECHOS QUE TUVIERA
ANTES DEL ESTUDIO.
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Su participacién es completamente voluntaria. Usted puede optar por no participar,
y puede retirar su consentimiento en cualquier momento. Es decir, si una vez que
haya aceptado participar, decide que no se revise su expediente y/o no se realicen
los estudios en la biopsia ya tomada, éstos no se realizaran. Su decision acerca de
la participacién no afectara a la atencion que recibe en el hospital, ahora o en el
futuro. Sin embargo, adn si usted se retira del estudio, los médicos del estudio
agradecerian poder examinar sus registros médicos en el futuro para ver cémo le
ha ido a usted, pero usted puede también negarse a que se haga ésto. Si usted

cambia de parecer, se le atendera igual que a cualquier paciente.

Le agradecemos su consideracion. Si estd dispuesto(a) a participar en esta

investigacion, por favor, firme a continuacion.

Autorizacion:

Yo, ., he leido todo lo antes

mencionado, se me han contestado mis preguntas y, por voluntad propia, doy mi
consentimiento a participar en este estudio de investigacion, en el entendido de que
el mismo incluye un examen por el personal de investigacion de mis registros
meédicos para anotar mi diagnostico definitivo y resultado del tratamiento. Este
consentimiento seguird en vigor hasta la recopilacion completa de los datos del
estudio, a menos que yo retire mi consentimiento. Mi firma a continuacién indica que

he recibido una copia de este formulario de consentimiento.

Nombre y (Firma del Participante) (Fecha)

Direccion Teléfono
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INVESTIGADOR:

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento (Fecha)
TESTIGOS
Nombre y (Firma del testigo 1) (Fecha)
Direccion Teléfono
Nombre y (Firma del testigo 2) (Fecha)
Direccion Teléfono
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