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Introduccién

El linfoma de células del manto (LCM) comprende aproximadamente entre el 5y
10% de los linfomas no Hodgkin (LNH) (Morton ML et al, 2014; Swerdlow S et al, 2008),
con predominio en el sexo masculino y edad media de 60 afios. Al diagnostico suele
presentarse en estadio avanzado, buen performance status y sin sintomas B. Es
considerado una de las neoplasias linfoides de peor prondéstico (Jares P et al, 2008),
cuyo curso clinico se caracteriza por frecuentes recaidas y evolucion clinicamente
agresiva; sin embargo, se reconoce un amplio espectro de caracteristicas clinicas,
patologicas y biolégicas. En los ultimos afios se han descripto subgrupos con curso
clinico mas indolente, por lo cual los pacientes podrian beneficiarse de diferentes
enfoques terapéuticos (Jares P et al, 2012).

De acuerdo con el libro azul de neoplasias hematolégicas de la Organizacion
Mundial de la Salud, el LCM se caracteriza por su citomorfologia tipica y la presencia de
la translocacién cromosémica t(11;14)(q13;932), que yuxtapone el protooncogén ciclina
D1 (CCND1, también conocido como BCL1) al gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina (IGH), dando como resultado la sobreexpresién constitutiva de ciclina
D1. (Swerdlow S et al, 2008; Swerdlow S et al, 2016)

La mayoria presentan una citomorfologia clasica caracterizada por la presencia
de células de tamafio pequefio a mediano con contornos nucleares irregulares vy
nucléolo discreto, mostrando un patrén de crecimiento variable, tipo de la zona del
manto, nodular, vagamente nodular o difuso. La citomorfologia también puede presentar
un espectro variable, que va desde células pequefias y redondas, monocitoides tipo
zona marginal, pleomorficas hasta blastoides, con lo que se puede plantear dificultades
en el diagnéstico diferencial como con la leucemia linfocitica crénica, linfoma de la zona
marginal, linfoma difuso de células grandes B o proliferaciones blastoides. La variante
blastoide y pleomoérfica suelen asociarse con una enfermedad mas agresiva y un peor
pronéstico, pudiendo estar presente al momento del diagndstico o como progresion
histolégica durante el curso de la enfermedad (Swerdlow S et al, 2008).

En cuanto al inmunofenotipo, generalmente muestran expresion para IgM, IgD,
Bcl2, CD43 y CD5, mientras que CD23, CD10 y Bcl6 son generalmente negativos. Sin
embargo, aunque la citomorfologia y el fenotipo pueden ser sugestivos de LCM, es
mandatario la confirmacion diagnostica mediante la demostracion de la sobreexpresion
de ciclina D1 o la presencia de la translocacion t(11;14) [Nivel de evidencia lll, Grado de
recomendacion A ] (Dreyling M et al, 2013), ya que algunos casos pueden tener
morfologia y / o fenotipo atipico, como negatividad para CD5 o expresion de CD10, Bcl6,
CD23 0 Muml. (Zanetto U et al, 2008; Jares P et al, 2008; Camacho F et al 2004).
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En la actualidad, la seleccion del tratamiento 6ptimo se basa principalmente en la
caracterizacion mediante factores de riesgo clinicos y biolégicos y la carga tumoral
(Dreiling et al, 2013). Aunque se han descripto varios marcadores prondésticos de
estratificacién para LCM, la guia ESMO 2014 de LCM (Dreiling et al, 2014), considera
aplicable en la préctica clinica la utilizacion del indice prondstico internacional para
linfoma de células del manto (MIPI) (Hoster E et al, 2008; Dreiling M et al, 2013; Dreiling
M et al, 2014) y el indice de proliferacion tumoral (Dreiling et al, 2013; Hoster E, et al
2016).

Estudios histopatolégicos iniciales en LCM reconocieron el indice de proliferacion
tumoral como el mejor predictor de supervivencia, determinado mediante el indice
mit6tico o el nivel de expresion del antigeno Ki67. (Argatoff et al, 1997; Tiemann et al,
2005; Katzenberger et al, 2006; Hoster E et al, 2016). Posteriormente mediante estudios
de perfil de expresion génica, se identific6 una firma de proliferacion basada en la
sobreexpresion de 20 genes relacionados al ciclo celular, confirmando que el aumento
de la proliferacion es el mejor predictor bioldgico de supervivencia caracterizado en
paciente con LCM (Rosenwald et al, 2003; Scott D, et al, 2017).

En la actualidad se reconoce que la evaluacién del antigeno Ki-67 por
inmunohistoquimica es el método mejor aplicable y discriminativo para evaluar el indice
de proliferacion y es considerado el factor de riesgo bioldgico mejor establecido en LCM
[nivel de evidencia |, Grado de recomendacion A], por lo tanto, es recomendable
aplicarlo en la rutina clinica para estimar el comportamiento clinico (Dreiling et al, 2014).
La principal limitacion de este marcador biolégico en la practica diaria, es la falta de
reproducibilidad intra e interobservador (De Jong D et al, 2007), para lo cual el Grupo
Europeo de LCM ha publicado una guia para evaluacion del indice de proliferacion en
LCM con el objetivo de estandarizar el método (Klapper E et al, 2009).

Otros parametros de comportamiento bioldgicos determina en LCM, generalmente
relacionados con los mecanismos de proliferacion celular, pierden su valor pronéstico
independiente en el analisis multivariado en comparacion con la firma génica de
proliferacion (Rosenwald A et al, 2003; Royo C et al, 2011), sugiriendo que la actividad
proliferativa representa un integrador comuan final de diferentes eventos oncogénicos,
reforzando su importancia en la aplicacion clinica.

Sin embargo, algunas alteraciones moleculares y genéticas mantienen su
prediccion pronostica en forma independiente, entre ellos, destacando la inactivacion de
la via reguladora ARF/p53 (Hernandez et al, 2005). La mutacion del gen TP53 localizado
en el cromosoma 17p13 se ha descripto en el 14 a 20% de los LCM, asociado con un
curso clinico desfavorable (Greiner TC et al, 2006).

La determinacion de la sobreexpresién proteica de p53 en cortes histolégicos
mediante técnicas de inmunohistoquimica puede utilizarse como subrogante de la
presencia de mutaciones del gen TP53, ya que dichas mutaciones generan
frecuentemente, aunque no siempre, la acumulacion aberrante de la proteina p53
disfuncional (Slotta-Huspenina J et al, 2012). Se ha demostrado que la sobreexpresion
de p53 con un punto de corte del 20%, se correlaciona con una supervivencia mas corta
y agrega informacién prondstica al MIPI en pacientes tratados con regimenes modernos.
Durante la sesion de MCL en el taller de la Asociacion Europea de Hematopatologia /
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Sociedad de Hematopatologia en 2014, se concluyé que la inmunohistoquimica para
p53 debe considerarse en el estudio de rutina de LCM (Sander B et al, 2016).

Teniendo en cuenta lo expuesto, el objetivo general del presente trabajo se
encuentra orientado a la evaluacibn retrospectiva de las caracteristicas
clinicopatologicas de LCM en pacientes con enfermedad nodal, siendo su objetivo
especifico:

- Evaluar el rol pronostico de marcadores de comportamiento biolégico como
Ki67 y p53, mediante el analisis de su expresion proteica en cortes
histolégicos por inmunohistoquimica.

Pacientes, materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio retrospectivo de 70 casos de LCM entre el afio 2009 y
2017 con seguimiento clinico mayor a 6 meses.

Se seleccionaron muestras fijados en formol e incluidos en parafina de ganglios
linfaticos al diagnéstico de la enfermedad. El analisis histopatolégico e inmunofenotipico
fue reevaluado para su confirmacion diagndstica.

Se calculé el indice de proliferacion mediante la determinacion
inmunohistoquimica de ki67. El célculo se hizo acorde a las recomendaciones del
consenso de evaluaciéon de Ki67 del Grupo Europeo de LCM, utilizando como punto de
corte la positividad nuclear del 30%. Se realiz6 la determinacion de la expresion proteica
para p53.

De 70 casos seleccionados, 44 fueron evaluables para el andlisis de sobrevida
por presentar datos clinicos suficientes. El andlisis de supervivencia se realiz6 con el
método de Kaplan-Meier y las curvas fueron comparadas con el test de log-rank.

Resultados

En cuanto al andlisis demografico de los casos analizados, el 83% (58/70) fue de
sexo masculino con una mediana (Md) de edad de 63 afios (37-84).

La distribucién topografica de las muestras diagndésticas resultaron mas frecuente
en ganglio linfatico 77%(54), amigdala 10% (7) y tubo digestivo 7% (5), siendo las
restantes cavum y glandula parotida.

En cuanto al analisis histolégico, el 84% (59/70) present6 la variante citologica
clasica y 16% (11/70) correspondio a la variante blastoide. No se encontr¢ variante de
células pequefias ni pleomorfica. El patron arquitectural encontrado con mayor
frecuencia fue nodular 39% (27), difuso 34% (24) y nodular/difuso 20% (14),
encontrandose dos casos con patron manto (los 3 casos restantes no se pudo evaluar
por fragmentacion del material).

Segun el indice de proliferacion, el 41% (29/70) presentd un valor inferior al 30%
para la expresion de Ki67 y el 59% (41/70) restante, un valor igual o superior.

En cuanto a la evaluacion de la expresion proteica para p53, 2 de los 70 casos
presentaron sobrexpresion en casi la totalidad de la proliferacion celular (~100%), uno
correspondiente a la variante blastoide acompafiado por un indice de proliferacion con
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Ki67 del ~95% vy el restante correspondiente a la variante clasica, acompafado por un
indice de proliferacion con Ki67 menor al 30% y patron de crecimiento nodular.

Se contaron con datos clinicos suficientes para su analisis en 44 casos, con una
Md de seguimiento de 43,5 meses (6-92 meses), de los cuales al diagndstico 91%
(40/44) presentaron estadio IV y 84% (37/44) sin sintomas B. La Md de globulos blancos
fue de 7.000/mm3 (3.500-26.200) y de LDH fue de 330 UI/L (125-640). El 100% (44/44)
recibi6 tratamiento quimioterapico con esquemas intensivos.

En cuanto al andlisis de sobrevida, la mediana (Md) de sobrevida libre de
progresion (SLP) de la poblacién general fue de 70 meses. Los casos que mostraron
Ki67 mayor o igual al 30% tuvieron una Md de SLP de 41 meses, mientras que aquellos
con un Ki67 menor al 30% no alcanzaron la Md de SLP, siendo una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.03).

Si bien no se hizo andlisis de sobrevida en relacion a la expresion de p53, los dos
casos con sobreexpresidn para dicho marcador tuvieron una sobrevida libre de
progresion de 32 meses en el caso con citomorfologia blastoide y 38 meses con
citomorfologia clasica.

Conclusion

El andlisis demografico de la poblacion mostré un marcado predominio masculino,
con una Md de edad y frecuencia de caracteristicas histopatologicas y clinicas al
diagndstico, coincidente con lo reportado en la bibliografia.

Desde el punto de vista biolégico, la sobreexpresion de Ciclina D1 juega un papel
importante en la regulacion del ciclo celular en la transicion de G1 a S, lo que lleva a la
inactivacion de la proteina del retinoblastoma (pRB) y su efecto supresor sobre la
progresion del ciclo celular (Jares P et al, 2008). Por otro lado, estudios genéticos han
revelado que el LCM es una de las neoplasias linfoides con mayor nivel de inestabilidad
genOmica (Salaverria | et al, 2006), identificAndose diferentes aberraciones genéticas
recurrentes, como pérdidas gendmicas en los cromosomas 1p, 8p, 9p (CDKN2A,
CDKN2B), 9q, 119 (ATM) y 17p (TP53) y ganancias en 3q, 8q (MYC), 10p (BMI1), 12q
(CDK4), 15q y 18q, con implicancias directas en el funcionamiento genes supresores
tumorales y oncogenes, dando como resultado una respuesta anémala en los
mecanismos de reparacion del ADN y una activacion descontrolada del ciclo celular.
(Fernandez et al, 2005; Royo C et al, 2011).

Las diferentes formas para evaluar el indice de proliferacion tumoral, sea a traves
del conteo mitdtico, porcentaje de expresion de MKI67 (Ki-67), firma de expresion génica
proliferativa u otros marcadores relacionados con la proliferacion, han revelado su valor
prondstico en pacientes con LCM (Jares P et al, 2008).

En nuestro estudio la determinacion del indice de proliferacion mediante la
expresion de Ki67, dicotomizado en un punto de corte del 30%, mostré que el 41%
(29/70) de los casos present6 un valor inferior y el 59% (41/70) restante un valor igual o
superior, cuyo andlisis de SLP arroj6 resultados estadisticamente significativos,
resultando menor en el grupo con Ki67 mayor o igual a 30%, reforzando la importancia
del valor prondstico del indice de proliferacion al diagnostico en pacientes con LCM.
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Por otro lado, es importante destacar que las mutaciones TP53 pueden estar
presentes en casos con citomorfologia clasica y en casos con bajo indice de
proliferacion (Halldorsdottir AM et al, 2011), aunque se describe mas frecuentemente su
asociacion con la citomorfologia blastoide y alto indice de proliferacion (Greiner TC et al,
1996; Hernandez L et al, 1996).

En cuanto al analisis de SLP en relacion a las caracteristicas citomorfologicas y
de expresion para p53, no se obtuvieron resultados significativos, teniendo en cuenta
qgue de los 44 pacientes con datos clinicos evaluables, solo 4 (9%) correspondieron a la
variante blastoide y 2 (5%) mostraron sobreexpresion para p53, no siendo numero de
casos suficientes para un analisis representativo de la poblacion.

Es de destacar que todos los casos con citomorfologia blastoide presentaron un
indice de proliferacion cercano al 90% y que los dos casos con sobreexpresion para p53
tuvieron una SLP baja (32 y 38 meses), cercana a la Md de SLP del grupo con Ki67 alto,
resaltando que uno de los casos presentd citomorfologia clasica con indice de
proliferacion bajo, confirmando la independencia prondstica de la expresion proteica
aberrante de p53.

En conclusion, del analisis de este estudio resaltamos el valor prondstico del
indice de proliferacion Ki67 al diagnostico, como método relativamente sencillo, rapido,
costo-efectivo y de utilidad en la préactica clinica para predecir el comportamiento de la
enfermedad y la importancia de evaluar las alteraciones del gen P53 mediante métodos
alternativos y complementarios de su funcion biol6gica como es la expresion proteica en
cortes histolégicos mediante técnicas de inmunohistoquimica.
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