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Titulo

Diferencias en el curso clinico de los pacientes con linfoma de células del manto
en relacién a la expresion Unica o simultanea de los marcadores Ciclina-D1 y
SOX-11.

Title

Differences in the clinical course of the patients with mantle cell lymphoma related
to the single or simultaneous expression of the markers Cyclin-D1 and SOX-11.
Resumen

El linfoma de células del manto (LCM) es una neoplasia linfoproliferativa
originada en células B maduras, su diagnostico requiere la integracion de una
morfologia tipica y variantes, junto con caracteristicas inmunofenotipicas
evaluadas por medio de marcadores de inmunohistoquimica como CD5, Ciclina
D1y SOX11.

Los marcadores Ciclina D1 y SOX11 son utilizados para el diagnostico 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.

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica analizados por patélogos con
experiencia en hematopatologia, sobre pacientes atendidos en el Hospital Militar
Central durante los afios 2014 al 2018 y se correlacionaron los hallazgos con

variables documentadas en historia clinica.



El modelo del estudio fue de cohorte retrospectivo, documentando mediante un
censo de los LCM un total de 22 casos, de los cuales 15 (66.00%) mostraron
expresion simultanea tanto para Ciclina D1 como SOX-11. En esta poblacion se
realiz6 una prueba exacta de Fisher la cual demostr6 una asociacion significativa
con los grupos de presentacién extranodal y variante morfolégica blastoide
relacionados con un curso clinico mas agresivo.

Concluimos con los resultados expuestos que se debe realizar en todos los
casos de LCM, ambos marcadores de inmunohistoquimica con el fin de
determinar la agresividad y probable curso clinico.

Abstract

Mantle cell lymphoma (MCL) is a lymphoproliferative neoplasm originated in
mature B cells, its diagnosis requires the typical morphology and variants,
together with the immunophenotypic characteristics evaluated by using markers
of immunohistochemistry such as CD5, Cyclin D1 and SOX11.

The cyclin D1 and SOX11 markers are used for the accurate diagnosis of this
neoplasm, but the impact on the prognosis in these cases is not widely described
in the literature.

Taking into account the above, we determine if there is a significant difference
between the clinical course of the patients and the expression of these markers.
Immunohistochemistry studies were performed and analyzed by pathologists with
experience in hematopathology in patients treated at the Hospital Militar Central
between 2014 and 2018, and the findings were correlated with variables
documented in the clinical history.

The study model was a retrospective cohort, documenting by census of MCL a

total of 22 cases, of which 15 (66.00%) showed simultaneous expression for



Cyclin D1 as SOX-11. In this population an exact Fisher's test was performed,
which showed a significant association with extranodal presentation and blastoid
variant morphology, that are features related to a more aggressive clinical course.
With these results we conclude that both of these immunohistochemical studies
should be performed in all cases of MCL in order to determine the aggressiveness

and probable clinical course.
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Introduccion.

El linfoma de células del manto es una neoplasia linfoproliferativa 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
diagnostico requiere la integracibn de caracteristicas morfologicas tipicas
teniendo en cuenta todas sus variantes en conjunto con caracteristicas de
expresion de marcadores de inmunohistoquimica especificos como CD5, Ciclina
D1y 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 determinacién de factores que nos permitan predecir de alguna

forma el comportamiento que tendra la enfermedad (1,2, 3y 4).

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 (7, 12, 13 y 19), 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 (5, 6 y 7).

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 (12 y 19), dicha prueba solo

se ha empezado a utilizar en el Hospital Militar Central desde el afio 2018. Con



base en este fundamento tedrico se hizo necesario realizar un estudio en el cual
se compard la expresion de estos dos marcadores y se relaciond con
caracteristicas clinicas con el fin de conocer la agresividad del linfoma, con el fin
de individualizar de una manera mas especifica los tratamientos de cada uno de
los pacientes, aportando de esta forma una atencion mas personalizada y de

mejor calidad.



Materiales y métodos.

Se realizé un estudio de cohorte retrospectivo recolectando por medio de censo
todos los pacientes diagnosticados con linfoma de células del manto en el
Hospital Militar Central durante los afios 2014 al 2018, excluyendo los pacientes
cuyos bloques no se encuentren archivados en el Hospital Militar Central,
pacientes cuyos blogues 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 y pacientes con procesos linfoproliferativas
policlonales. Se realizaron estudios para Ciclina D1 y Sox-11 en dichos casos y
se hizo un analisis estadistico para comparar la expresion de estos marcadores
y el curso clinico.

Se organizaron las variables en tres grupos, demograficas, clinicas e
histopatolégicas.

Variables demograficas: edad y género.

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

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

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 realizacién 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 realizacion de los
estudios en esta entidad, cada paciente fue representado con un numero de
registro, sin aportar ningun otro tipo de informacion con el fin de respetar la
privacidad y reserva.

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



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 realizd
revisibon 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 1 resume los hallazgos de distribucién por género y el promedio de
edad con relacion al género.

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
afos (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).

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
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 2).

En las variables histoldgicas 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 3).

Los casos que mostraron reactividad para ambos marcadores fueron 15
(65.22%), los que solo mostraron expresion para Ciclina D1 fueron 4 (17.39%) y
los que solo mostraron expresion para SOX-11 fueron 4 (17.39%) (figura 1).

El indice de proliferaciéon celular Ki67 fue en promedio de 65.3% (SD 28.18%)
siendo el valor méximo 100% y el minimo 2%.

Se realiz6 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 simultadnea 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 4).
Se realizd una prueba d’Agostino-Pearson para determinar si el indice de
proliferacion celular encontrando una distribucion normal. Se realiz6 un Anova
de una via para comparar el indice de proliferacién celular con los grupos de
expresion de los marcadores, sin encontrar una asociacion significativa (ANOVA:
Single Factor p value = 0.179) (Tabla 5).

Las figuras 2 y 3 representan esquematicamente la asociacion significativa de la
expresion simultanea de Ciclina D1 y SOX-11 frente a los que solo mostraron
expresion aislada, frente a las variables pronosticas de presentacion extranodal

y variante morfolégica blastoide.



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 simultdnea 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 (8,9 y 10), 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 (16, 18 y 20).

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 (13); ambos factores
de prondstico adverso (17), lo cual se ajusta a nuestra hip6tesis 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
mMAas agresivo con respecto a los que solo expresan uno de los dos marcadores

(2,5, 7y 11).

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 pronésticos (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

(17).

Una forma clasica, 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
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 méas agresivo (6 y 15).

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
mutacién 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 (2, 5y 7).

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 pronoéstico, sin embargo, ningun estudio ha cumplido
completamente con los estandares investigativos y parece que la balanza se

inclina mas a un peor pronostico (11, 16 y 20).

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
que son el CXCR4 y FAK. Por medio de la unién con estas regiones se realiza
la regulacién directa de la expresion de dichos genes activando de forma
secundaria multiples vias de sefalizacion dentro de las que encontramos PI3K /
AKT y ERK1 / 2 FAK. Estos resultados contrastan con los estudios de los
doctores Wang X y Nygren L, en los cuales la expresiéon de SOX11 no se asocio

con un curso clinico agresivo (15, 16, 20).

Otro de los hallazgos importantes obtenidos a partir del analisis realizado fue la
ausencia de relacién 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 prondsticos como el Ki67 y la LDH,
factores reconocidos y utilizados desde hace muchos afios no presentaron una

relacion estadisticamente significativa en nuestro estudio (17).

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, ademés 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 evaluacion de material correspondiente a un periodo

de cuatro afios.

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 evolucion 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.
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Tablas y Figuras.

Tabla 1: Distribucion de la muestra por género y edad.



GENERO | n % EDAD PROMEDIO
(afos)

Femenino | 3 13.04% 79.3

Masculino | 20 86.96% 73.8

Total 23 100.00% 74.5

Realizado por los investigadores
Tabla 2: Variables clinicas pronosticas cualitativas

Variable Valor Porcentaje
Fase leucémica 6 26.09%
Presentacion Extranodal 17 73.91%
Respuesta al tratamiento de | 16 69.57%
primera 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

Tabla 3: Variables histolégicas 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

Tabla 4: Test exacto de Fisher para evaluacién entre expresion de

marcadores y variables de prondstico

VARIBLE Presenci | Ciclin | Ciclina | Ciclina | Total, Fishe

PRONOSTIC |a aDl1-/ D1 + /|D1 +/ general |r

A SOX11 | SOX11 - | SOX11 Exact
+ + 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

Tabla 5: Test ANOVA para evaluacion entre expresion

indice de proliferacion celular (Ki67)

de marcadores e

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 -

CiclinaD1 +/ | 15 66.0% | 6.5% 70.0% | 0.3957

SOX11 +

CiclinaD1-/ | 4 45.5% | 20.7% 45.0% | 0.3059

SOX11 +

Realizado por los investigadores

Figura 1: Distribucion de los perfiles de expresion inmunofenotipica de

Ciclina D1y SOX11




M Ciclina D1-/SOX11 + Ciclina D1 + / SOX11 - M Ciclina D1 +/ SOX11 +

Realizado por los investigadores

Figura 2. Resultado de Test exacto de Fisher para evaluacion entre

expresion de marcadores y presentacion extranodal

Presentacion Extranodal

PACINETES

 —

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

Fisher Exact Test p=0,004
mNo =Si

Realizado por los investigadores

Figura 3: Resultado de Test exacto de Fisher para evaluacion entre

expresiéon de marcadores y variante morfologica blastoide.



Variante Morfoldgica Blastoide

PACINETES

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

act Test p=0,03 mNo =Si

Realizado por los investigadores



