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1. RESUMEN

El linfoma de células del manto es una neoplasia linfoproliferativa originada en
células B maduras, su diagnostico requiere la integracion una morfologia tipica
teniendo en cuenta todas sus Vvariantes, junto con caracteristicas
inmunofenotipicas evaluadas por medio de marcadores de inmunohistoquimica
especificos como CD5, Ciclina D1 y SOX11.

Los marcadores Ciclina D1 y Sox-11 son frecuentemente utilizados para el
diagndstico preciso de esta neoplasia, pero el impacto en el prondstico entre los
casos con expresion de ambos marcadores frente a los que solo expresan uno
de ellos no esta ampliamente definido en la literatura.

Teniendo en cuenta lo anterior determinamos si existe una diferencia
significativa entre el curso clinico de los pacientes dependiendo de la expresion
de estos marcadores.

Esta determinaciébn se hizo por medio de la evaluacibn de estudios de
inmunohistoquimica llevada por patdlogos con experiencia en hematopatologia,
sobre pacientes colombianos atendidos en el Hospital Militar Central, por medio
de un estudio analitico con modelo retrospectivo cuyos datos fueron sometidos

a un plan de andlisis estadistico.
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2. INTRODUCCION

El linfoma de células del manto es una neoplasia linforoliferativa originada en las
células B maduras que esta clasificada actualmente de acuerdo a la organizacion
mundial de la salud junto con los linfomas B de bajo grado y su diagndstico
requiere la integracion de caracteristicas morfoldgicas tipicas teniendo en cuenta
todas sus variantes en conjunto con caracteristicas de expresion de marcadores
de inmunohistoquimica especificos como CD5, Ciclina D1 y SOX11. Es
ampliamente conocido que el curso clinico de esta neoplasia es variable y en
algunas ocasiones impredecible por lo cual es de sumo interés en la literatura la
determinacion de factores que nos permitan predecir de alguna forma el

comportamiento que tendra la enfermedad.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los marcadores Ciclina D1 y Sox-11 son frecuentemente evaluados por medio
de técnicas de inmunohistoquimica para el diagnéstico preciso del linfoma de las
células del manto, pero el impacto en el prondstico entre los casos con expresion
de ambos marcadores frente a los que solo expresan uno de ellos no esta
ampliamente descrito en la literatura, no se encontraron, por medio de busqueda
en diferentes bases de datos publicaciones realizadas en poblaciones

colombianas ni latinoamericanas.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe una diferencia entre el curso clinico de los pacientes con linfomas de

células del manto que expresen tanto Ciclina D1 como Sox-11 frente a los que

solo expresan uno de estos dos marcadores?
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5. JUSTIFICACION

Los estudios para Ciclina D1 se realizan de forma rutinaria en todos los casos de
linfoma de células del manto para su correcto diagndstico, sin embargo, las
pruebas para Sox-11 solo se realizan en los casos en los cuales el inmuno perfil
es compatible pero no hay expresion para Ciclina D1, dicha prueba solo se ha
empezado a utilizar en el Hospital Militar Central desde el afio 2018. Con base
en este fundamento tedrico se hace necesario realizar un estudio en el cual se
compare la expresion de estos dos marcadores y relacionarla con caracteristicas
clinicas con el fin de conocer la agresividad del linfoma, de tal forma que se
pueda individualizar de una manera mas especifica los tratamientos de cada uno
de los pacientes, aportando de esta forma una atencién mas personalizada y de
mejor calidad.

En el presente trabajo demostramos que existen diferencias en el prondstico
de estos pacientes con linfomas que tengan distintos perfiles de expresion de
estos dos marcadores, aportando el fundamento teérico para realizar ambas
pruebas en todos los casos de linfomas de células del manto para aportar mayor

informacion no solo diagndstica si no también con respecto al prondstico.

11
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6. MARCO TEORICO

Se realiza una revision de la literatura en las bases de datos de Pub Med,
Embase, Science Direct y Ovid; utilizando las palabras claves “mantle cell
lymphoma”, “Sox-11", “Cyclin D1”, “prognosis” entre los afios 2000 al 2018,
encontrando un total de 43 articulos que fueron revisados y de los cuales se
encontrd informacion relevante para nuestra sintesis con respecto al prondéstico
en 21 de estos articulos. Cabe resaltar que la mayoria de los articulos mostraron
sobreposicion en la mayoria de la informacion con respecto a las caracteristicas
generales del linfoma, sin embargo, los resultados relacionados con el prondstico
no fueron conclusivos aun; aunque especialistas en el estudio de esta neoplasia
como el doctor Elias Campo Giuerri, investigador espafiol especialista
en neoplasias linfoides con amplio reconocimiento al nivel mundial, favorece
implicacion de SOX11 en el curso clinico agresivo del LCM, con base en los
conocimientos actuales de la fisiopatogenia molecular que se mencionaran mas
adelante; por otra parte los estudios de los doctores Wang X y Nygren L con 53

y 168 pacientes, el SOX11 se asocié con una mejor supervivencia general.

El linfoma de células del manto (LCM) es un proceso neoplasico linfoproliferativo
de células B maduras, monomorfas de tamafio pequefio a mediano con ndcleos
irregulares que presentan translocaciones 11q13 (q13; g32), lo que lleva a la
sobreexpresion de ciclina D1, una proteina reguladora del ciclo celular que
probablemente facilita la transformacion de las células (1-2), EI comportamiento
biolégico del LCM es muy agresivo con una supervivencia media de 3 a 4 afios
(11) y representa entre el 2 'y el 10% de todos los linfoma no Hodgkin (LNH) (3),
afecta principalmente a los hombres mayores con una edad media de 68 afos
(4-5). Desde la perspectiva clinica y practica, es muy importante diferenciar el
LCM del resto de los linfomas B maduros, ya que favorece la toma de decisiones
terapéuticas mas apropiadas y mejora de esta manera la sobrevida del paciente.
El indice prondstico Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index (MIPI),
que incluye la edad, el estado general (escala ECOG), el lactato deshidrogenasa
sérica y el recuento leucocitario, divide la poblacion con LCM en 3 grupos

12
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pronésticos (bajo, intermedio y alto Riesgo) (ver Tabla 1) (19). Los pacientes
generalmente tienen una enfermedad en estadio Ill / IV y presentan
linfadenopatia extensa, compromiso de la sangre, médula 6sea, esplenomegalia
y hepatomegalia. Se reconocen cuatro variantes citolégicas del LCM que son:
célula pequefia, similar a zona marginal, pleomorfica, y blastoide (ver Figura 1)
(1,6). La afectacion de los ganglios linfaticos generalmente produce una
alteracién de la arquitectura, con tres posibles patrones de crecimiento; zona del
manto, nodular o difusa, El inmunifenotipo es caracterizado por la expresion de
marcadores de células B CD19, CD20, CD22, PAX5 y CD79a, con coexpresion
frecuente de moderada a fuerte de inmunoglobulinas IgM e IgD con restriccion
de una cadena ligera preferentemente lambda, la mayoria de los casos
presentan expresion aberrante del antigeno CD5 generalmente expresado por
células T. Los marcadores de diferenciacion centro germinal CD10 y BCL6 por
definicion no muestran reactividad (7). A nivel genético, el 90 al 95% de los casos
se caracterizan por presentar la t (11;14) (q13; g32) sin embargo existe un 5 al
10% de casos ciclina D1 negativos (12-13).

Tabla 1: Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index (MIPI)

Leucocitos,
10%/L
<50 0-1

0 <0.67 <6.700

1 50-59 - 0.67-0.99 6.700-9.999

2 60-69 2-4 1.00-1.49 10.000-14.999
3 >=70 - >=1.50 >=15.000

Tomado de Eva Hoster et al.

Para cada uno de los factores pronésticos, 0 a 3 puntos fueron dados a cada
paciente y los puntos fueron sumados hasta un maximo de 11. Pacientes con
puntajes de 0 a 3 fueron clasificados como bajo riesgo, pacientes con 4 a 5
puntos como riesgo intermedio y pacientes con 6 a 11 puntos fueron clasificados
como alto riesgo. La LDH esta medida de acuerdo a la proporcién con base en

el limite superior normal (ULN).

13
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A. Morfologia clasica B. Célula pequefia C. Blastoide D. Pleomoérfica

La proteina codificada por el gen CCND1 se conoce como Ciclina D1 y es una
proteina que participa en el control del ciclo celular de la fase G1 por medio de
su union con CDK4 y CDK®6, formando un complejo proteico que fosforila la
proteina del retinoblastoma (RB) propiciando la activacion de sus propiedades
supresoras sobre la progresiéon del ciclo celular y la liberaciéon de factores de
transcripcion importantes como E2F que participa en la regulacion de numerosos
genes involucrados con el ciclo celular entre ellos el P16/ARF y el MDM2 que
actian subsecuentemente sobre el gen supresor tumoral TP53 (1) (ver Figuras
2y 3).

14
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Figura 2: Alteraciones en las vias de reparacion para el dafio del DNA y el

ciclo celular en el linfoma de células del manto
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Tomado de “The 2016 revision of the World Health Organization classification of lymphoid

neoplasms”. Blood 2016

Figura 3: Expresion nuclear de Ciclina D1 en linfoma de células del manto.
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A. Hematoxilina & Eosina B. Inmunohistoquimica para Clcllna D1
Tomado de “The 2016 revision of the World Health Organization classification of lymphoid

neoplasms”. Blood. 2016.

El SOX11 es un factor de transcripciébn neural expresado durante la
organogénesis en el sistema nervioso central y periférico, pulmones, tracto

15
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gastrointestinal, pancreas e higado, no detectandose en los tejidos normales del
adulto. presenta un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso
central, especialmente en la supervivencia de las neuronas y el crecimiento de
neuritas (16-17); Se expresa ademas en el nucleo de la mayoria de los LCM
incluidos los ciclina D1 negativos por lo cual se considera como un marcador de
diagnostico muy especifico para este tipo de linfoma (8-9-21) (ver Figura 4),
SOX11 promueve el crecimiento tumoral de células LCM in vivo y regula un
amplio programa de transcripcion que incluye diferenciacion de células B,
proliferacion celular, apoptosis y angiogénesis entre otros mecanismos

oncogénicos (10-14).

Figura 4: Expresion de SOX11 en Linfoma de células del manto

Ciclina D1 negativo.

TARA L Tl LIS 7|
'."‘ l'f ,"[* 3

IN Ve 200,
LT et O R

A. Hematoxilina & Eosina B. Inmunohistoquimica para Ciclina D1 C. Inmunohistoquimica
paraSOX11.Tomado de Hematopathology, Elaine Jaffe, second edition (2016).

Existen 2 vias moleculares diferentes que configuran 2 subtipos clinicos y
biologicos de la enfermedad. La forma clasica y mas comun de LCM deriva de
células B maduras que no entran en el centro germinal folicular y presentan
escasas 0 nulas mutaciones somaticas de IGHV; Estos tumores expresan el
factor de transcripcion SOX11, son genéticamente inestables por presentar
alteraciones en los genes reguladores del ciclo celular, la via de respuesta al
dafio del ADN y mecanismos de supervivencia celular se cree que estas
alteraciones dan como resultado un comportamiento mas agresivo, El segundo
subtipo menos comun de LCM se caracteriza por células que también llevan la t

(11,14) y sobreexpresion CCND1 pero que han experimentado su paso por el

16
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centro germinal folicular y portan IGHV con hipermutaciones somaticas. Estas
células son genéticamente estables, la expresion de SOX11 es negativa 0 muy
baja, y el tumor tiende a diseminarse a la sangre periférica y al bazo mas que a
los ganglios linfaticos. La enfermedad parece ser mas estable y asintomatica
durante largos periodos de tiempo (2) (ver figura 5). El papel pronéstico del factor
de transcripcibn SOX11 en el linfoma de células del manto (MCL) es
controvertido y algunos estudios concluyen que no puede usarse como predictor
de enfermedad ya que muchos estudios difieren en resultados ante el SOX11
positivo; algunos identificaron mejor sobrevida y otros presentaron peor
prondstico, sin embargo, ningun estudio ha cumplido completamente con los
estandares investigativos y parece que la balanza se inclina mas a un peor
prondstico (18-20).

las vias oncogénicas del SOX11 que conducen a la progresion del LCM son poco
conocidas sin embargo estudios han demostrado que el SOX11 se une a
regiones reguladoras de 2 genes importantes para sefiales de microambiente en
el cancer el CXCR4 y FAK regulando directamente su expresion y activando
PI3K / AKT y ERK1 /2 FAK (15).

Figura 5: Propuesta molecular de la patogénesis de LCM.

o 99 —@

Célula B SOX11+

Célula Pre-B IG minimamente LCM Clasico LCN!
t(11;14) blastoide
mutada / no mutada
— Zona
Centro del
germinal manto
Célula B LMC in situ
naive Célula B-like
Célula Pre-B Célula B SOX11- LCM leucémico y LCM en progresién
Ciclina D1- IG Hipermutado esplénico no nodal (del)17p

Tomado de Julie M. Vose (6).
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No obstante, aunque las caracteristicas histopatolégicas e inmuhistoquimicas del
LCM se encuentran aceptablemente definidas en la literatura, el diagnostico
diferencial con otros linfomas B puede ser dificil, en este sentido el SOX 11 ha
jugado un papel fundamental en el desarrollo de herramientas practicas que
permiten una aproximacion mas precisa y exacta en la identificacion y
caracterizacion del LCM; sin embargo, se desconocen muchas cosas aun sobre
la funcién en la linfopoyesis, ya que este factor de transcripcion no se expresa
en las células B maduras normales ni en las progenitoras hematopoyéticas, y
tampoco es claro su papel en el prondstico. Estudiaremos el papel del factor de
transcripcion SOX11 en el LCM para ayudar a entender su papel pronostico; con
la intencion de usarlo como herramienta practica en la identificacion y
caracterizacion del LCM.

El papel pronostico del factor de transcripcion SOX11 en el LCM no ha sido
descifrado ni esclarecido completamente con pocos estudios en la literatura y la
mayoria realizado en los ultimos afios; no se conocen estudios de este tipo en
nuestro pais con lo que pretendemos ser pioneros y precursores en este campo

del conocimiento.

18
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7. OBJETIVOS

7.1 General

Determinar si existe una diferencia significativa entre el curso clinico de los
pacientes con linfomas de células del manto que expresen tanto Ciclina D1 como
Sox-11 frente a los que solo expresan uno de estos dos marcadores, durante los
afios 2014 al 2018 en el Hospital Militar Central

7.2 Especificos
- Evaluar la supervivencia libre de progresién en los casos de pacientes con
linfomas de células del manto que muestren coexpresion de Ciclina D1 Sox-11.

- Determinar si existe relacion entre los diferentes perfiles de expresion de ambos

marcadores Yy la variante morfoldgica.
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8. HIPOTESIS
El curso clinico de los pacientes con linfomas de células del manto que expresen

tanto Ciclina D1 como Sox-11 es peor frente a los que solo expresan uno de

estos dos marcadores

20
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9. METODOLOGIA

9.1 Tipo y disefio general del estudio

Estudio de cohorte retrospectivo.

9.2 Poblaciéon y muestra

9.2.1 Poblacién

Pacientes diagnosticados con linfoma de células del manto en el Hospital Militar
Central durante los afios 2014 al 2018

9.2.2 Muestra

Recoleccion de los casos en el laboratorio por medio de bloques y laminas que
presenten diagndstico de linfoma de células del manto desde el 2014 hasta el
2018, se realizaron estudios para Ciclina D1 y Sox-11 en dicho material y se hizo
un analisis estadistico para comparar la expresion de estos marcadores y el
curso clinico.

9.3 Seleccion y tamafio de muestra

Todos los pacientes diagnosticados con linfoma de células del manto en el

Hospital Militar Central durante los afios 2014 al 2018.

9.4 criterios de inclusién y exclusion

9.4.1 Criterios de inclusién

Pacientes diagnosticados con linfoma de células del manto en el Hospital Militar
Central durante los afios 2014 al 2018
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9.4.2 Criterios de exclusioén

- Pacientes cuyos bloques no se encuentren archivados en el Hospital Militar
Central.

- Pacientes cuyos bloques no se encuentren en condiciones Optimas para
realizacion de estudios de inmunohistoquimica.

- Pacientes con neoplasias linfoproliferativas de alto grado.

- Pacientes con neoplasias linfoproliferativas de fenotipo T y NK.

- Pacientes con neoplasias linfoproliferativas B de bajo grado de fenotipo centro
germinal.

- Pacientes con neoplasias linfoproliferativas B con expresion aberrante de
CD23.

- Pacientes con procesos linfoproliferativas policlonales.
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10. PLAN DE ANALISIS

10.1 Métodos y modelos de analisis de los datos segun tipo de variables

Se organizaron las variables en tres grupos, demogréficas, clinicas e
histopatologicas.

Variables demograficas: edad y género.

Variables clinicas: conteo leucocitario, niveles de LDH, presentacion extra
nodal, respuesta al tratamiento, sobrevida, recaidas al primer, segundo y tercer
mes.

Variables histopatoldgicas: variante morfolégica blastoide, expresién de CD5,
expresion de ciclina D1, expresion de SOX11, indice de proliferacion celular.

10.2 Grafico de variables

Figura 6: Variables.

Variables demograficas

Presencia de recaidas

—— al primer, segundo y

tercer mes

Variables clinicas

Variables histopatoldgicas

Realizado por los investigadores
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10.3 Manual de variables

Tabla 2: Variables
Nombre Descripcién Tipo de Escala de Codificacion
Variable Medicion
Edad Edad del paciente al Cuantitativa Intervalo Edad en afios
momento del Continua cumplidos
diagnéstico
Género Género del paciente Cualitativa Nominal Femenino: O
Masculino: 1
Conteo Namero de leucocitos Cuantitativa Continua Células por
leucocitario por decilitro (dl) de decilitro (dI)
sangre posterior al
diagndstico.
LDH Valor de LDH posterior | Cuantitativa Continua Microgramos
al diagndstico. por litro
Presentacion Compromiso extranodal | Cualitativa Nominal Si: 1
extranodal por tumor maligno No: 0
Respuesta al Ausencia de tumor Cualitativa Nominal Si: 1
tratamiento de maligno posterior al No: 0
primera linea tratamiento de primera
linea
Recaida al Evidencia de Cualitativa Nominal Si: 1
primer mes. compromiso por tumor No: 0
maligno un mes
después de respuesta
completa
Recaida al Evidencia de Cualitativa Nominal Siil
segundo mes. compromiso por tumor No: 0
maligno un mes
después de respuesta
completa
Recaida al Evidencia de Cualitativa Nominal Si: 1
tercer mes. compromiso por tumor No: 0

maligno un mes
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después de respuesta
completa
Variante Presencia de células de | Cualitativa Nominal Si: 1
Morfolégica tamafio intermedio con No: 0
Blastoide bordes nucleares
irregulares y presencia
de nucléolo
Expresion de Expresion de CD5 por Cualitativa Nominal Si: 1
CD5 inmunohistoquimica No: 0
Expresion de Expresion de SOX11 Cualitativa Nominal Si: 1
SOX11 por inmunohistoquimica No: 0
Expresién de Expresién de Ciclina D1 | Cualitativa Nominal Si: 1
Ciclina D1 por inmunohistoquimica No: 0
indice de Porcentaje de Cuantitativa Continua Porcentaje de
proliferacion expresion nuclear de nucleos de
celular Ki67 por células
inmunohistoquimica tumorales que
expresan el
marcador.

Realizado por los investigadores

10.4 Técnicas y procedimientos para recolectar la informacion

La informacion se recolectd en su totalidad a partir de la historia clinica del

Hospital Militar Central. Los estudios de inmunohistoquimica adicionales se

realizaron en una entidad externa avalada para la realizacion de dichos estudios

con anticuerpos monoclonales fabricados por la casa comercial CellMarque con

clon MRQ-58 y fueron evaluados por dos patélogos con experiencia en

hematopatologia. Dentro de los datos que se utilizaron para la realizaciéon de los
estudios en esta entidad, cada paciente fue representado con un namero de
registro, sin aportar ningun otro tipo de informacion con el fin de respetar la

privacidad y reserva.
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10.5 Programa para anélisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el software libre R v5.3 de julio de 2018

10.6 Manejo de variables

Las variables descriptivas cuantitativas se analizaron por medias, desviaciones
estandar, medianas y analisis de varianza segun corresponda y a las cualitativas

se le aplico el test exacto de Fisher.

10.7 Estrategia de comunicacion

Al finalizar la recoleccién tabulacion y analisis de los datos, se socializaron los
resultados y conclusiones con todos los equipos médicos interesados como
medicina familiar, medicina interna y hemato-oncologia; asi como con los demas
entes encargados de la auditoria del proyecto. Por dltimo, se entregaron los
resultados y conclusiones obtenidas al departamento de investigacién de la
Universidad Militar Nueva Granada y posteriormente a los editores de una revista

médica determinada para su publicacion.
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11. CRONOGRAMA

Mes 1 2

Semana 112 3 4/1/2/3 4 4
Disefio del Protocolo X | X |X|X

Presentacion del Protocolo X

Recoleccion de Datos X | X |X

Presentacion de resultados

Entrega del Informe escrito

Socializacion del Estudio
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12. PRESUPUESTO

Los gastos del proyecto serdn asumidos en su totalidad por los investigadores.
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13. ASPECTOS ETICOS

El desarrollo del presente estudio se ajusté a los principios sefialados en la
Declaracion de Helsinki, de la Asociacion Médica Mundial, Informe Belmont y
pautas CIOMS y la normativa Colombiana establecida por la Resolucion 8430 de
1993 por la que se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacién en salud y para este caso en particular, la protecciéon de
datos clinicos derivados del manejo de la historia clinica reglamentada por la
Resolucidon 1995 de 1999 y la ley Estatutaria de habeas data 1581 de 2012 por
lo cual se dictan las disposiciones generales para la proteccibn de datos
personales sancionada mediante la ley 1581 de 2012 y reglamentada por el
Decreto Nacional 1377 del 2013 que regula el manejo adecuado de datos

sensibles.

Es una investigacion sin riesgo de acuerdo a la Resolucién 8430 de 1993. La
investigacién sin riesgo son estudios que emplean técnicas y métodos de
investigacion documental retrospectivos y aquéllos en los que no se realiza
ninguna intervencién o modificacion intencionada en las variables fisioldgicas,
psicolégicas y sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los
que se consideran: cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y
otros, en los que no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su
conducta. Se declara que este trabajo de investigacién no tuvo ningan impacto
clinico, ni ambiental debido a que se evaluaron los aspectos clinicos tomados de
datos de Historia Clinica y de los informes de patologia tomadas por protocolo
de seguimiento clinico. Se declara que en este trabajo de investigacion NO se

realizd ninguna intervencioén al paciente.

De acuerdo con su perfil de riesgo y el tipo de variables que se pretende medir,
se considera que el estudio no requiere consentimiento informado, tal como lo
contempla el articulo 16 de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia. El presente trabajo fue avalado por el comité de ética médica del
Hospital Militar Central.
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14. RESULTADOS.

Se realiz6 un censo del total de informes de anatomia patologica en el Hospital
Militar Central por medio del sistema Dinamica Gerencial entre los afios 2014 a
2018.

Se analizaron un total de 31 casos con diagnéstico de Linfoma de Células del
Manto, de los cuales 23 cumplieron con los criterios de inclusion. Se realizé
revision de historias clinicas de los 23 casos evaluados registrando
posteriormente los valores de las variables en una base de datos codificada para
su posterior analisis estadistico.

La Tabla 3 y la figura 7 resumen los hallazgos de distribucion por géneroy el

promedio de edad con relacién al género.

Tabla 3: Distribucién de la muestra por género y edad.

GENERO n % EDAD PROMEDIO (afios)
Femenino 3 13.04% 79.3
Masculino 20 86.96% 73.8

Total 23 100.00% 74.5

Realizado por los investigadores
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Figura 7: Distribucion de la muestra por género.

Femenino 13%

m Femenino

Masculino

Masculino 87%

Realizado por los investigadores

El 87% de los pacientes fueron de género masculino, el 13% de los pacientes de
género femenino. La edad promedio de la totalidad de la poblacién fue de 74.5
afios (SD 11.6), la de los hombres fue 79.3 afios (SD 11.6) y la de las mujeres
fue 73.8 afos (SD 12.7).

Con respecto a las variables relacionadas con el curso clinico, el promedio de
conteo leucocitario fue de 5502.86 (SD 3009.51) y el promedio de LDH fue

348.95 (SD 273.52), estas se resumen en la tabla 4.

Tabla 4: Variables clinicas pronosticas cuantitativas.

Variable Valor SD

Promedio de Conteo leucocitario 5502.87 3009.51
Promedio de LDH 348.96 273.52

Realizado por los investigadores

Para las variables clinicas se obtuvo que de los pacientes diagnosticados 6
(26.09%) tuvieron una fase leucémica, 17 (73.91%) tuvieron presentacion

extranodal, 16 (69.57%) tuvieron respuesta al tratamiento de primera linea, de
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estos 7 (30.43%) tuvieron recaida al primer mes, 3 (13.04%) tuvieron recaida al

segundo mes y 3 (13.04%) tuvieron recaida al tercer mes (tabla 5).

Tabla 5: Variables clinicas pronosticas cualitativas

Variable Valor Porcentaje
Fase leucémica 6 26.09%
Presentacion Extranodal 17 73.91%
Respuesta al tratamiento de primera 16 69.57%
linea
Recaida al primer mes 7 30.43%
Recaida al segundo mes 3 13.04%
Recaida al tercer mes 3 13.04%

Realizado por los investigadores

En las variables histolégicas de la totalidad de los pacientes con linfoma de
células del manto 11 (47.83%) fueron de variante morfolégica blastoide, 19
(82.61%) mostraron expresion aberrante para CD5, 19 (82.61%) mostraron
expresion para Ciclina D1 y 4 (17.39%) no mostraron expresion para dicho
marcador; 19 (82.61%) mostraron expresion para SOX-11 y 4 (17.39%) no

mostraron expresion para dicho marcador (tabla 6).

Tabla 6: Variables histologicas pronosticas cualitativas.

Variable Valor Porcentaje
Variante morfolégica Blastoide 11 47.83%
Expresion de CD5 19 82.61%
Expresion de Ciclina D1 19 82.61%
Expresion de SOX11 19 82.61%

Realizado por los investigadores
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Los casos que mostraron reactividad para ambos marcadores fueron 15
(65.22%), los que solo mostraron expresiéon para Ciclina D1 fueron 4 (17.39%) y
los que solo mostraron expresion para SOX-11 fueron 4 (17.39%) (figura 8).

Figura 8: Distribucion de los perfiles de expresion inmunofenotipica de
Ciclina D1y SOX11

m Ciclina D1-/SOX11 + Ciclina D1 + / SOX11 - H Ciclina D1 +/ SOX11 +

Realizado por los investigadores

El indice de proliferacién celular Ki67 fue en promedio de 65.3% (SD 28.18%)

siendo el valor maximo 100% y el minimo 2% (Tabla 7).

Tabla 7: indice de proliferacién celular

indice de Proliferacién Celular Porcentaje
(Ki67)
Promedio 65.30%
SD 28.18%
Valor Maximo 100.00%
Valor Minimo 2.00%

Realizado por los investigadores
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Se realizé una prueba exacta de Fisher para evaluar la asociacion de la
expresion de los marcadores con respecto a las variables de prondstico,
encontrando una asociacion significativa con la expresion simultanea de Ciclina
D1 y SOX-11 frente a los que solo mostraron expresion aislada de uno de los
dos marcadores en los grupos de presentacion extranodal (Exact Fisher’s test

p= 0.004) y variante morfologica blastoide (Exact Fisher’s test p=0.030) (tabla 8).

Tabla 8: Test exacto de Fisher para evaluacion entre expresion de

marcadores y variables de prondstico

VARIBLE | Presencia | Ciclina Ciclina Ciclina Total, Fisher
PRONOSTICA D1-/ D1 +/ D1 +/ general | Exact
SOX11 SOX11 - SOX11 + Test
+
Presentacion No 4 2 6 0.004
extranodal Si 4 13 17
Fase No 1 4 12 17 0.990
leucémica Si 3 3 6
Resp. No 1 6 7 0.250
tratamiento de Si 3 4 9 16
primera linea
Recaida al No 3 4 9 16 0.250
primer mes Si 1 6 7
Recaida al 20 No 3 4 13 20 0.990
mes Si 1 2 3
Recaida al 3er No 3 4 13 20 0.990
mes Si 1 2 3
Variante No 3 4 5 12 0.030
morfologica Si 1 10 11
blastoide
Expresion de No 1 3 4 0.990
CD5 Si 4 3 12 19

Realizado por los investigadores
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Se realizd una prueba d’Agostino-Pearson para determinar si el indice de
proliferacion celular encontrando una distribucion normal. Se realizé un Anova
de una via para comparar el indice de proliferacion celular con los grupos de
expresion de los marcadores, sin encontrar una asociacion significativa (ANOVA:
Single Factor p value = 0.179) (Tabla 9- figura 9).

Tabla 9: Test ANOVA para evaluacion entre expresion de marcadores e

indice de proliferacion celular (Ki67)

INDICE DE PROLIFERACION CELULAR
EXPRESION n Mean | Standard | Median | d'Agostino- | ANOVA:
DE Error Pearson p- Single
MARCADOR value Factor p
value
CiclinaD1 + 4 82.5% 7.5% 80.0% 0.3084 0.179
/ SOX11 -
Ciclina D1 15 66.0% 6.5% 70.0% 0.3957
+/ SOX11 +
Ciclina D1 - 4 45.5% 20.7% 45.0% 0.3059
/ SOX11 +

Realizado por los investigadores

35



MINISTERIO DE DEFENSA NACIONAL
HOSPITAL MILITAR CENTRAL
) DIRECCION GENERAL )
SUBDIRECCION DE DOCENCIA E INVESTIGACION CIENTIFICA

Figura 9: Plotbox, expresion de marcadores e indice de proliferacion
celular (Ki67)
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Realizado por los investigadores

Las figuras 10 y 11 representan esquematicamente la asociacion significativa de
la expresiéon simultdnea de Ciclina D1 y SOX-11 frente a los que solo mostraron
expresion aislada, frente a las variables pronosticas de presentacion extranodal

y variante morfologica blastoide.

Figura 10: Resultado de Test exacto de Fisher para evaluacion entre

expresién de marcadores y presentacion extranodal

Presentacion Extranodal

PACINETES

. -; I

CICLINA D1 - / SOX11 + CICLINA D1 +/ SOX11 - CICLINA D1 +/ SOX11 +

Fisher Exact Test p=0,004
mNo = Si

Realizado por los investigadores
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Figura 11: Resultado de Test exacto de Fisher para evaluacion entre

expresion de marcadores y variante morfologica blastoide.

Variante Morfoldgica Blastoide

PACINETES

. B

CICLINA D1 - / SOX11 + CICLINA D1 +/ SOX11 - CICLINA D1 +/ SOX11 +

Fisher Exact Test p=0,03 = No = Si

Realizado por los investigadores
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15. DISCUSION.

El hallazgo clave de este andlisis de cohorte retrospectivo fue la presencia de un
subgrupo de pacientes con linfoma de células del manto los cuales presentan un

peor curso clinico al presentar la expresion simultanea de SOX11 y Ciclina D1.

Desde hace muchos afios se sabe que existen linfomas de células del manto
agresivos y otros mas indolentes; que la supervivencia y tratamiento depende de
estas circunstancias, sin embrago el criterio medico prevalece siempre ante la
dificultad de predecir este curso, aunque se conoce poco sobre el papel funcional
del SOX11 en el LCM, sabemos que existe un interés mundial por que su

expresion puede correlacionarse con el curso de la enfermedad.

En nuestra cohorte encontramos la presencia de una relacion estadisticamente
significativa entre la expresion simultanea de SOX11 y Ciclina D1 con la
presentacion extranodal y la variante morfologica blastoide; ambos factores de
pronéstico adverso, lo cual se ajusta a nuestra hipétesis inicial basada en la
literatura mundial en la que una parte importante de los estudios especialmente
los del Doctor Elias Campos indican que la expresion simultdnea de los
marcadores SOX11 y Ciclina D1 esta relacionada con un subtipo tumoral mas

agresivo con respecto a los que solo expresan uno de los dos marcadores.

En dichos estudios se utiliza el indice prondstico Mantle Cell Lymphoma
International Prognostic Index (MIPI), dentro del cual se incluyen caracteristicas
como la edad, el estado general (escala ECOG), el lactato deshidrogenasa sérica
y el recuento leucocitario; dividiendo la poblacion en 3 grupos prondsticos (bajo,
intermedio y alto Riesgo) y se describe la existencia de dos vias moleculares

diferentes que configuran dos subtipos clinicos y bioldgicos de la enfermedad.

Una forma clésica, de linfoma de células del manto deriva de células B maduras
que no han llevado a cabo la mutacion somatica del centro germinal folicular,

esto se refleja en la presencia de escasas 0 nulas mutaciones somaticas de
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IGHV; Estos tumores generalmente expresan el factor de transcripcion SOX11,
lo cual los hace genéticamente inestables por presentar alteraciones en los
genes reguladores del ciclo celular, la via de respuesta al dafio del ADN y
mecanismos de supervivencia celular. Concluyen que estas alteraciones dan

como resultado un comportamiento mas agresivo.

El segundo subtipo menos comun de LCM se caracteriza por células que también
llevan la t (11,14) y sobreexpresion CCND1 pero que han experimentado la
mutacion somatica con recombinacién e hipermurtacion de IGHV caracteristico
del paso por el centro germinal folicular haciendo que las células resultantes
sean genéticamente estables, la expresion de SOX11 es negativa o muy baja en
este tipo de tumores que a su vez tienden a diseminarse a la sangre periférica y
al bazo mas que a los ganglios linfaticos. Concluyen que la enfermedad parece

ser mas estable y asintomatica durante largos periodos de tiempo.

El papel prondstico del factor de transcripcion SOX11 en el linfoma de células
del manto es controvertido y algunos estudios definen que no puede usarse
como predictor de enfermedad ya que muchos estudios difieren en resultados
ante el SOX11 positivo; algunos identificaron mejor sobrevida y otros
presentaron peor prondstico, sin embargo, ningun estudio ha cumplido
completamente con los estandares investigativos y parece que la balanza se

inclina mas a un peor pronadstico.

Las vias de sefializacion celular relacionadas con la oncogénesis que involucran
el SOX11 y conducen a la progresion del linfoma de células del manto son poco
conocidas, sin embargo, otros estudios dentro de los revisados han demostrado
que el SOX11 tiene sitios de union en regiones reguladoras de dos genes
importantes para la generacion de sefiales que alteran el microambiente tumoral
gue son el CXCR4 y FAK. Por medio de la unién con estas regiones se realiza
la regulacién directa de la expresién de dichos genes activando de forma
secundaria multiples vias de sefializacion dentro de las que encontramos PI3K /

AKT y ERK1 / 2 FAK. Estos resultados contrastan con los estudios de los
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doctores Wang X y Nygren L, en los cuales la expresion de SOX11 no se asocio

con un curso clinico agresivo.

Otro de los hallazgos importantes obtenidos a partir del analisis realizado fue la
ausencia de relacion entre la expresion de los marcadores evaluados con la
respuesta al tratamiento y las recaidas, que en nuestra poblacion se presentaron
una proporcion significativa de los casos.

Sin embargo cabe resaltar que otros factores pronésticos como el Ki67 y la LDH,
factores reconocidos y utilizados desde hace muchos afios no presentaron una

relacion estadisticamente significativa en nuestro estudio.

Entre las limitaciones del estudio expuesto encontramos que una proporcion de
los casos diagnosticados en el Hospital Militar Central no cumplieron con los
criterios de inclusién planteados, especificamente con respecto a la calidad de
los bloques, ademas este estudio conto con una poblacién pequefia en un
intervalo corto de tiempo por lo que los resultados podrian ser influenciados por
un sesgo de seleccion, cabe resaltar que en los estudios revisados el mayor
namero de pacientes fue 168, por lo que nuestra poblacion para ser de un solo
hospital es significativa.

Dentro de los puntos positivos mas importantes de este estudio estan el ser uno
de los primeros en evaluar estas caracteristicas inmunofenotipicas en la
poblacion colombiana y la evaluacién de material correspondiente a un periodo

de cuatro arios.
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16. CONCLUSIONES

Se document6 mediante un censo de los linfomas de células del manto en
pacientes atendidos en el Hospital Militar Central entre los afios 2014 al 2018 un
total de 23 casos, de los cuales 15 (66.00%) mostraron expresion simultanea
tanto para Ciclina D1 como SOX-11. En esta poblacion se realizé una prueba
exacta de Fisher la cual demostré una asociacion significativa con los grupos de
presentacion extranodal y variante morfolégica blastoide que se relacionan con

un curso clinico mas agresivo.

No se observé una diferencia significativa con respecto a la supervivencia libre
de progresion en los casos de pacientes con linfomas de células del manto que
muestren coexpresion de Ciclina D1 Sox-11 frente a los que solo expresan uno

de los dos marcadores.
Siendo el presente un estudio retrospectivo y con un pequefio nimero de casos,

se espera servir de base para estudios prospectivos que permitan conocer mejor

la implicacion del SOX11 en el curso clinico del linfoma de células del manto.
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18. RECOMENDACIONES

Los resultados mostrados anteriormente nos permite conocer de manera muy
general que los linfomas de células del manto que presenta una expresion
simultanea de marcadores SOX11 y CICLINA D1; constituyen un riesgo para la
poblacion adulta mayor del hospital militar central, trayendo ademas
consecuencias desfavorables para la salud y evolucién clinica de la enfermedad,
por lo tanto se requieren de muchos mas estudios en especial prospectivos que

permitan evaluar adecuadamente este problema en nuestra region.

Se requiere de la implementacion de proyectos y politicas de salud, por parte de
las administraciones locales de atencién integral para el grupo de poblacién
afectado por esta neoplasia, destinados a mejorar la atencion asistencial y
educativa; que permitan la solicitud y realizacion de los dos marcadores al
momento del diagndstico y que estos se reflejen en resultados de calidad al

momento del tratamiento.

Dada la dificultad que los investigadores hemos tenido para la recoleccion de
algunos datos, que son importantes en este tipo de investigaciones como son los
blogues de parafina y laminas de histologia; se sugiere implementar un banco
de tejidos asi evitar el subregistro de informacion que es importante para el

desarrollo de proyectos de investigacion.
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