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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Objetivo: Caracterizar la poblacién pediatrica con Linfoma de Burkitt diagnosticado en
un centro de referencia nacional. Metodologia: Estudio retrospectivo que incluyé 58
casos de LB pediatrico diagnosticados en el periodo 2003-2013 en el Hospital Fundacién
La Misericordia. Se analizaron las caracteristicas clinico-patolégicas y mediante el uso
de microarreglos tisulares se hicieron estudios de IHQ, determinacion de EBV por
hibridacion in situ para EBER-1 y de translocacion del oncogén MYC mediante FISH-
sonda break apart. Resultados: Predominio del género masculino (2,6:1), con edad
media de 6,3 afios. La localizacién mas frecuente fue extranodal (51/58), 94,4% de ellos
en abdomen y 7 casos tenian compromiso de huesos faciales; el compromiso nodal fue
observado en el 8,6% de los casos (5/58) y en 2 pacientes hubo compromiso nodal y
extranodal. Se diagnosticé en su mayoria en estadios avanzados (IlI-1V, 72%), con una
remisién del 74% y mortalidad del 16%. Las muertes y recaidas se presentaron en el
primer aflo y se asociaron al género masculino, infiltracion a SNC y/o MO y estadio
avanzado. En dos casos los hallazgos morfoldgicos, de inmunofenotipo y ausencia de
rearreglos del gen MYC excluyeron el diagnostico de LB. La presencia de RNA viral fue
encontrada en 29/40 casos (72,5%) mostrando asociacion con una menor edad (p<0.05).
Se identifico translocacién del MYC en el 21/24 casos (87%). Entre los casos sin
translocacion del MYC uno presentd caracteristicas morfoldgicas e inmunofenotipicas
concordantes con LB pero sin translocacion del gen MYC. Conclusién: Este estudio
extiende el conocimiento actual de los linfomas B agresivos en poblacion pediatrica
Colombiana. Ofrece informacion detallada de las caracteristicas del Linfoma de Burkitt
pediatrico, no antes . descritas. Los resultados permiten sugerir que el LB en poblacion
pediatrica exhibe caracteristicas intermedias entre la forma endémica y esporadica.

Palabras clave: Palabras clave: Linfoma de Burkitt, EBV, Virus de Epstein-Barr,

Genes myc.
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Abstract

Objective: To compare the pediatric population with Burkitt's lymphoma diagnosed in a
reference national center. Methodology: Retrospective study of 58 cases of childhood
Burkitt's lymphoma diagnosed during 2003-2013 at the Hospital Fundacion La
Misericordia. Clinicopathological features were analyzed. Using tissue microarrays (TMA)
IHQ studies were conducted and searching of EBV through in situ hybridization to EBER1
and MYC translocation evaluated by FISH, break apart probe. Results: Predominantly
male (2,6:1), with a media age of 6,3 years to the diagnosis. The most frequently involved
localization were the extranodal sites (51/58), 94,4% Infiltrates were confirmed in the
abdomen and in 7 cases facial bones were affected. In 8,6% of the cases (5/58) nodal
involvement was detected and in only 2 patients there were both nodal and extra-nodal. It
was mainly diagnosed in advance stages (lll-IV, 72%), with a remission that top 74%
and 16% mortality. Deaths and relapses occurred during the first year and they were
associated with the male gender, infiltration to CNS and/or BM and advance stage. In two
cases the morphological findings, immunophenotype and absence of rearrangements of
MYC gene ruled out the BL diagnosis. The viral RNA presence was found in 29/40 of the
cases (72,5%) and was associated with a younger age (p<0.05). In 21/24 cases (87%)
there was MYC translocation. Among those cases without MYC translocation, one
presented morphological and immunophenotype characteristics in accordance to BL but
without the gene MYC translocation. Conclusion: This is an extensive study of the
current knowledge about aggressive type B lymphomas in the Colombian pediatric
population. It provides detailed information about never before described Butkitt's
lymphoma’s characteristics. The data suggest that the BL in a pediatric population
showcases intermediate characteristics between an endemic and sporadic form.

Keywords: Burkitt lymphoma, EBV, Burkitt barr virus infections, Burkitt lymphoma,

c-Myc.
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Introduccién

El Linfoma de Burkitt (LB) es una neoplasia derivada de células B centro germinales,
caracterizada por su alta agresividad y rapido crecimiento. Descrita hace mas de 50
afios por el cirujano Irlandes Denis Burkitt, es una entidad potencialmente curable pero
con frecuencia diagnosticada en estadios avanzados y cuya poblacion afectada es
principalmente pediatrica. Presenta caracteristicas clinicas y epidemioldgicas
heterogéneas, mostrando variaciones a lo largo de diferentes regiones geogréficas, lo
cual ha permitido clasificarla por la OMS en LB Endémico, LB Esporadico y LB asociado
a Inmunodeficiencia. Su diagnéstico requiere la combinaciébn de pardmetros

morfolégicos, inmunofenotipicos y genéticos.

La identificacion del LB ha generado numerosas contribuciones en el campo de la
hematologia y oncologia, dando lugar al reconocimiento de la relacién causal con
procesos infecciosos, en este caso del virus de Epstein-Barr (EBV), asi como la
participacion de translocaciones cromosOmica en la carcinogénesis. No obstante, el
entendimiento de los mecanismos moleculares de la enfermedad son aun un paradigma

y por lo tanto blanco de numerosas investigaciones.

Esta neoplasia que compromete el linaje de células B, se asocia de forma caracteristica
pero no especifica a la translocacién del oncogén MYC. De hecho, aunque esta presente
en todas las variantes de LB, no es suficiente para explicar el comportamiento del tumor.
Por otro lado, la contribucién del virus EBV en la patogénesis del LB es de igual modo
enigmatica. Aunque es reconocido como carcindgeno clase |, la relacion causal con el LB
es mucho méas compleja, no solo por su ubicuidad en la poblacion humana, sino que

probablemente la infeccion cronica latente no sea necesaria para el desarrollo de LB,
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apoyado en la identificacion de material genético viral en una menor proporcién de casos

esporadicos y asociados a VIH, asi como su variacion geogréfica.

Se examinara las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y patolégicas del Linfoma de
Burkitt en poblacién pediatrica, especialmente el comportamiento de la infeccion latente
por EBV, mediante el uso de hibridacion in situ para la identificacion de RNA no
codificantes, EBER 1. Dicha metodologia ha sido considerada de eleccién para el estudio
de infeccion latente. También se confirmard la presencia de la translocacién del oncogén
c-myc, como evento temprano y primario en la oncogénesis del LB, mediante el uso de
sondas breack apart que permiten identificar rearreglos cromosémicos que involucren el
gen MYC en el cromosoma 8qg24, con deteccidn de t(2;8), t(8;22) o t(8;14).

Estas observaciones ofreceran un mejor entendimiento de la enfermedad y en especial la
caracterizacién de esta entidad en poblacion pediatrica colombiana como primer y Unico
estudio en este campo. Ademas, con nuestros resultados, se construird una base de
datos que permita la realizacion de futuros trabajos de investigacion en Linfoma de

Burkitt, entidad de creciente interés y de la cual aiin queda mucho por entender.



1. Justificacion

En América Latina, el cancer infantil representa un problema de salud publica, con mas
de 17.0000 nuevos casos diagnosticas cada afio y mas de 8000 muertes registradas
debido a esta enfermedad. Estadisticas nacionales muestran que el cancer infantil ocupa
el segundo lugar como causa de muerte en nifios y adolescentes entre 2 a 19 afios,
siendo los Linfomas la tercera neoplasia en frecuencia (Bravo LE et al, 2013). Este altimo
patrén de ocurrencia es similar a lo reportado en Norte América y Europa, no obstante en
paises de Sur América, especialmente Brasil, una alta incidencia de Linfomas sobre los

tumores del SNC, llevan a este grupo de neoplasias al segundo lugar en frecuencia.

Aunque algunas caracteristicas relacionadas con la incidencia puedan ser comparables
con las descritas en otros paises, la superveniencia es menor en paises en via de
desarrollo como el nuestro. Siendo en parte la carencia de informacién, diagndstico
tardio, acceso limitado a tratamientos y sistemas de salud no favorables, los principales
factores que impactan en el desenlace de este grupo de enfermedades.

La epidemiologia del Linfoma de Burkitt resalta por las grandes diferencias encontradas
de acuerdo a la region geografica. En Africa ecuatorial, corresponde a la neoplasia
endémica con una Tl de 34,4 por millén por afio (Uganda, 1991-1997. Orem et al, 2007).
Esto comparado con un Tl de 0,6 reportado en Americanos Afrodescendientes (SEER
1983-1992). En Europa de 2,0, correspondiendo a cerca del 6-15% de todos los Linfomas
(Cardy et al, 2001). En Colombia con la excepcion de Cali, en donde existe un registro
poblacional de céncer, el conocimiento del cancer infantil es limitado. Basados en este
registro el Linfoma de Burkitt fue reportado en la “International Incidence of Childhood
Cancer”, Vol Il (Parkin et al, 1998) con una incidencia de 6.2, la mas alta entre los paises
de América Central y América del Sur en menores de 15 afios. Sin embargo en el reporte
mas reciente (Colombia, Cali. 1977-2011; Bravo LE et al, 2013) se observdé un

incremento de la Tl a 7,2, siendo esta la mas alta entre el grupo de linfomas durante los
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ultimos 40 afios en Colombia.

Esta neoplasia caracterizada por su alta agresividad y rapido crecimiento es
potencialmente curable, aunque con frecuencia diagnosticada en estadios avanzados.
Ademas, por varias razones ha sido considerada un enigma en la investigacion del
céncer, en parte por su particular distribucidon geografia que se acompafia no solo por
diferencias en su incidencia, sino por sus caracteristicas clinicas y de forma relevante por
su asociacion con la infeccion por EBV. Esta compleja relacion causal entre EBV y LB no
ha sido aclarada luego de 40 afios desde su descripcion como carcinégeno y es

desconocida en poblacion colombiana.

Los primeros hallazgos en el entendimiento de la patogénesis del LB involucran la
activacion del oncogén MYC, un hallazgo molecular caracteristico del LB e incluido en los
parametros diagnosticos segun la OMS, 2008. En el LB, la t(8;14) (q24;932) y sus
variantes en donde se transloca el oncogén MYC a uno de los tres locus de la
Inmunoglobulinas es considerado un marcador de la enfermedad y puede ser identificado
por varias herramientas diagndésticas, entre estas el uso de métodos moleculares como

hibridacion in situ fluorescente (FISH).

La carencia de estudios propios que permitan definir cada una de estas caracteristicas en
poblacion colombiana son evidentes, con busquedas en bases de datos MEDLINE,
LILACS y Embase que solo registran 5 articulos publicados, dos correspondiendo a
pequefias series de casos de LB con 6 y 18 casos publicados en 1966 y 1972
respectivamente. En ninguno con informacion sobre frecuencias de asociaciéon con EBV,
ni estudios que confirmen la presencia de la translocacién del oncogén c-MYC como

marcador de la enfermedad.

Abordar la situacidn actual del cancer infantil en nuestro pais implica conocer, entender y
difundir los diferentes aspectos, en este caso relacionados con el Linfoma de Burkitt en
poblacién pediatrica. Por este motivo, se pretende realizar un estudio de serie de casos
qgue permita identificar y analizar las caracteristicas y probables diferencias del Linfoma
de Burkitt en poblacion colombiana, ofreciendo informacién que hasta el momento es
insuficiente en nuestro medio. Este estudio contribuird al conocimiento de las
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, patolégicas y moleculares del Linfoma de Burkitt
en poblacién pediatrica atendida en la fundacién HOMI, centro de referencia nacional

para el diagnéstico y tratamiento de cancer en nifios. El desarrollo de este trabajo, se
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llevara a cabo en conjunto con el Laboratorio de Patologia de la Fundacién Santa fe de
Bogotd, institucién de alta complejidad que cuenta con tecnologias especializadas,
equipos de ultima generacién y estandares de alta calidad que permiten garantizar el
adecuado desarrollo y desempefio de cada estudio. Ademas, a partir de los resultados
arrojados por la investigacion, se construira una base de datos que permita la realizacién
de futuros trabajos de investigacion en Linfoma de Burkitt, entidad de creciente interés y

de la cual aun queda mucho por entender.






2. Objetivos

21 Objetivo general

Determinar las caracteristicas clinicas, patolégicas y moleculares del Linfoma de Burkitt

en poblacién pediatrica diagnosticada en el Hospital Fundacién de la Misericordia durante
el periodo 2003- 2013.

22 Objetivos especificos

Describir las caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos diagnosticados con
Linfoma de Burkitt en la Fundacién HOMI para el periodo 2003 — 2013, definiendo
su frecuencia, compromiso anatémico, estadio tumoral, infiltracibn de SNC y

médula 6sea, asi como desenlace.

Construir microarreglos tisulares (TMA) a partir de la seleccion de tejidos
tumorales embebidos en parafina de pacientes con diagnostico Linfoma de
Burkitt.

Describir las caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas de casos con

diagnostico de Linfoma de Burkitt.

Establecer la frecuencia de infeccién latente por EBV en casos de Linfoma de
Burkitt mediante el uso de técnicas de Hibridacion in situ (ISH) en TMA y

determinar sus posibles asociaciones clinico-patoldgicas.

Identificar la presencia de translocacién del oncogén c-MYC en tejidos tumorales
de pacientes diagnosticados con Linfoma de Burkitt a través de técnicas de

Hibridacién in situ fluorescente (FISH) en TMA.

Construir una base de datos de casos de Linfoma de Burkitt pediatrico como

herramienta para estudios futuros
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3.Marco teérico

31 Perspectiva Histoérica

El Linfoma de Burkitt ha tenido un importante papel en el entendimiento de los procesos
carcinogénicos. Numerosas contribuciones en el campo de la hematologia y oncologia se
han hecho gracias a las investigaciones desarrolladas en blusqueda de la comprension
de esta patologia. Sus observaciones clinicas promovieron el desarrollo de la
inmunoterapia del cancer y sus exploraciones geograficas mostraron una importante
relacion causal con procesos infecciosos. El Linfoma de Burkitt fue el primer tumor
asociado con virus (Epstein 1964), uno de los primeros en los cuales se encontré
translocacion cromosoémica que activaba un oncogén (Zech 1976) y uno de los primeros
linfomas reportado en asociacién con la infeccién del VIH (Ziegler et al. 1982). Sin
embargo, aunque nuevos mecanismos moleculares se han conocido, luego de 54 afios

desde su descripcién, aun esta neoplasia sigue siendo un enigma.

La primera descripcion de Linfoma de Burkitt fue probablemente hecha a principios del
siglo 20 por Albert Cook, medico misionario en Uganda. Cook realiz6 una descripcion
detallada de uno de sus pacientes, un nifio con una gran masa tumoral en mandibula,
cuya ilustracion dejé pocas dudas de tratarse de un caso de Linfoma de Burkitt (Magrath
2012). Luego, numerosos patologos europeos documentaron la alta frecuencia de los
tumores de mandibula en nifios de Africa ecuatorial, pero fue Denis Burkitt, cirujano
Irlandés, quien proporciond la primera descripcion clinica detallada del tumor. Burkitt,
reporta una serie de 32 casos de nifios de Uganda, que presentaban tumores de
mandibula o abdomen con rapido crecimiento, sugiriendo que las diferentes
presentaciones clinicas podrian corresponder a una sola enfermedad, para el momento

considerado como Sarcoma de células redondas (Burkitt 1958). En 1960 se confirma por
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Davies y O'Conor que dicho tumor correspondia a una forma de linfoma y en 1963,
Wright describe criterios citolégicos que permitian diferenciarlo de otras formas de

linfoma.

A inicios de la década de los 60, Denis Burkitt, Ted Williams y CIliff Nelson realizan un
viaje de investigacién de 16.000 kildmetros, visitando unos 60 hospitales en el Este y el
Sur de Africa, alli evaluaron la distribucion geogréfica y la incidencia de Linfoma de
Burkitt. Durante su viaje trazaron los limites de las zonas de alta incidencia y observaron
gue la presencia de esta neoplasia se correlacionaba con la misma temperatura y zonas
de precipitaciones que las descritas para la malaria, sugiriendo que la aparicién, de este
tumor, estaba vinculada con la distribucion de determinados insectos vectores (Chene,
20009).

Dalldorf y cols proponen que la malaria transmitida por Anopheles, podia ser el mejor
candidato relacionado con la patogénesis de la enfermedad, ya que la distribucién del
Linfoma de Burkitt no solo correspondia a la distribuciéon de la malaria, sino también a su
intensidad (Magrath 2012). A su vez, Michael Antony Epstein, considera la posibilidad de
un cancer humano causado por virus, el cual era diseminado por un vector dependiente
del clima. Usando Microscopia electrénica, a partir de una muestra proveniente de un
paciente con Linfoma de Burkitt se identifica por primera vez, la presencia de un tipo
inusual de herpes virus, el cual estaba presente solo en un pequefio porcentaje de
células tumorales. En 1964, en colaboracién con los virélogos Yvonne Barr, y Bert
Achong, se logra el aislamiento e identificacion del virus Epstein Barr cultivando células

humanas de la linea linfocitica. (Epstein et al. 1964, Epstein 2012).

3.2 Definicién

El Linfoma de Burkitt es una neoplasia que compromete el linaje de células B,
caracterizado por su alta agresividad y rapido crecimiento. Se presenta de forma
frecuente en sitios extraganglionares o como un cuadro de leucemia aguda. Esta
compuesto por células monomorficas trasformadas de tamafio medio y se asocia de
forma caracteristica pero no especifica a la translocacion del oncogén MYC. Por lo tanto,

un dnico parametro no puede ser usado como estandar para el diagnéstico de Linfoma
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de

Burkitt, haciendo necesaria la combinacion de varias herramientas diagndsticas

(Swerdlow 2008).

3.3

Clasificacion del Linfoma de Burkitt

La OMS Clasifica el Linfoma de Burkitt en tres variantes Clinicas:

Linfomma de Burkitt Endémico

Linfoma de Burkitt Esporadico

Linfoma de Burkitt relacionado a Inmunodeficiencia.

Siendo similares en morfologia, inmunofenotipo y caracteristicas genéticas, pero

heterogéneos en presentacion clinica, distribucién geogréafica y asociaciéon con la

infe

asp

ccion por EBV. Para Bornkamm, no obstante estos términos son basados en

ectos epidemiolégicos y no permite hacer predicciones para un caso individual.

LINFOMA DE BURKITT ENDEMICO: Esta variante ocurre en Africa ecuatorial y
Papla Nueva Guinea, su distribucién corresponde a las é&reas de malaria
holoendémica y de la adquisicién temprana del EBV. Todos los casos, con algunas

excepciones, son positivos para EBV.

El pico de incidencia es de 4 a 7 afios y el compromiso en hombres es mas frecuente,
en una relaciéon 2:1. Se presentan en un alto porcentaje (50%) como masas en la
mandibula, orbita u otros huesos de la cara (Magrath 1991). EI compromiso de
6rganos abdominales como ileon, ciego y/o el omento, asi como génadas, rifiones,
huesos largos, tiroides, glandulas salivares y glandulas mamarias puede presentarse

con o sin compromiso de huesos faciales (Swerdlow 2008).

LINFOMA DE BURKITT ESPORADICO: Esta variante es vista en todo el mundo, sin
relaciones geograficas o climéaticas especificas, afecta principalmente a nifios y
adultos jovenes. La edad media de los pacientes adultos es de 30 afios y en nifios
ocurre entre los 3 y 12 afios (media 6-8afos). Es 3.5 veces mas comudn en nifios que

en nifias (Molyneux et al 2012). La incidencia en Europa y Norte América es baja,
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representan el 1-2% de todos los linfomas en adultos y el 30-40% de Linfomas No
Hodgkin en la infancia. Estudios muestran que aproximadamente 10 al 20% de los
casos esporadicos son positivos para EBV (Magrath, 1991), con algunas variaciones
dependiendo de la poblacién en estudio. Por ejemplo en Sur América y Norte de
Africa, ambas variantes esporadica y endémica son vistas (Swerdlow 2008)
(Molyneux 2012) (Ferry 2006). Y algunos paises en via de desarrollo como Brasil y
Egipto, han mostrado tasas intermedias de asociacion con la infeccién por EBV, con
hasta un 60-80% de positividad en casos de Linfoma de Burkitt “esporadico” (Klumb
CE. et al. 2004) (Anwar N. et al. 1995).

En el LB esporadico, los tumores de mandibula son raros y la presentacion mas
comun, son las masas abdominales (60-80%), especialmente de la region ileocecal.
El siguiente sitio mas comun es en la cabeza y el cuello, comprometiendo area nasal,
orofaringe, amigdalas o senos paranasales (Molyneux 2012). Similar al LB
endémico, ovarios, rifiones, y mamas estan con frecuencia comprometidos. El
compromiso de mamas, es usualmente bilateral y masivo, asociado con el inicio de
la pubertad, el embarazo o la lactancia. El compromiso del anillo de Waldeyer y el
mediastino es raro. La presentacion con nodulos linfaticos es vista con mas
frecuencia en adultos que en nifios. (Swerdlow 2008) (Ferry 2006). Aproximadamente

el 20% de los pacientes, presentan infiltracion de la medula 6ésea (Molyneux 2012).

= LINFOMA DE BURKITT RELACIONADO CON INMUNODEFICIENCIA: Esta variante
es observada principalmente en asociacién con la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana y menos del 40% de los casos son asociados con EBV.
Asociado a infeccién por VIH, se presenta cuando el conteo de CD4 es mayor a 200
células por microlitro (estadio temprano en la progresion de la infeccion por HIV)
(Molyneux 2012). El diagnostico de Linfoma de Burkitt en un individuo HIV positivo
representa con frecuencia, el primer criterio de Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (Ferry 2006).

En relacién a otros estados de inmunodeficiencia, el Linfoma de Burkitt puede ocurrir en
pacientes trasplantados y en individuos con inmunodeficiencias congénitas (Ferry 2006).

En el primer grupo, se considera que el riesgo ocurre luego de un periodo relativamente
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largo de post-trasplante (media de 4,5 afios) y se asocian principalmente a trasplantes de

organos sélidos

3.4 Manifestaciones Clinicas

El compromiso extraganglionar, representa el principal sitio de localizacién del Linfoma
de Burkitt, con variaciones de acuerdo al subtipo epidemioldgico. Los pacientes con
frecuencia, se presentan con una enfermedad voluminosa y una alta carga tumoral
debido al corto tiempo de duplicacién celular, siendo un gran numero de casos
diagnosticados en estadios avanzados, que con frecuencia comprometen la medula 6sea
(30-40%) y el SNC (15-20%) (Jones, 2010).

Los pacientes con Linfoma de Burkitt endémico, en su mayoria, presentan clinicamente
edema periorbitario o mandibular con o sin compromiso abdominal. El 15 % puede cursar
con paraplejia subita e incontinencia, secundario al efecto compresivo de las masas
retroperitoneales. Con frecuencia, estos pacientes se encuentran desnutridos en el
momento del diagnostico. Las masas abdominales, presentacion mas frecuente de los
Linfomas Burkitt Esporadico, se manifiestan con sintomas que incluyen dolor abdominal,
distension, intususcepcién, nauseas, vomito y sangrado gastrointestinal. Pueden cursar
también con derrame pleural maligno o con ascitis (Molyneux 2012). Por otro lado,
relacionado con la terapia, el sindrome de lisis tumoral puede ocurrir debido a la rapida

muerte celular.

El Linfoma de Burkitt asociado a Inmunodeficiencia es el subtipo que de forma mas

comun involucra los ganglios linfaticos (C. Mosse & K. Weck, 2010).

Una fase leucémica puede ser observada en pacientes con enfermedad voluminosa, pero
solo en casos raros (principalmente mujeres), se presenta de forma aislada como
leucemia aguda con compromiso de sangre periférica, extensa infiltracion de medula
O0sea. El compromiso del SNC es comun al momento del diagnostico o de forma

temprana durante el curso de la enfermedad. (Ferry 2006) (Molyneux 2012).
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3.5 Epidemiologia

El Linfoma de Burkitt muestra marcadas variaciones a lo largo de las diferentes regiones
geograficas con respecto a la incidencia, edad de presentacion, sitio anatémico primario
del tumor y asociacién con la infeccion por EBV. La forma Endémica predomina en Africa
ecuatorial y Papta Nueva Guinea y la forma Esporadica, en areas como Norte América,
Norte y Oriente de Europa, asi como Japén. Sin embargo, descripciones de Linfoma de
Burkitt fuera de las regiones Endémicas y Esporadicas, han permitido una progresiva
identificacion de areas en el mundo donde el Linfoma de Burkitt exhibe caracteristicas
especificas y una incidencia intermedia, esta puede ser considerada una forma
“intermedia”, la cual ocurre en areas como Sur América, Sur de Europa, Norte de Africa 'y
Medio Oriente (Cardy et al. 2001).

En Africa ecuatorial y Papta Nueva Guinea es el cancer mas comuin de la nifiez (Parkin
2003). Con una incidencia similar a la de la Leucemia Linfoblastica Aguda en paises
desarrollados, en el orden de 3-6 casos por 100.000 nifios por afio entre los 0-14 afios,
correspondiendo al 80%-90% de los linfomas en este grupo de edad (Magrath 2012),
(Orem 2007), (Molyneux 2012).

El LB es encontrado en &reas de bajo riesgo, tales como Norte América, norte y oriente
de Europa y el oriente de Asia, con una incidencia anual ajustada para la edad de 2 por
millén, correspondiendo a cerca del 6-15% de todos los Linfomas. En areas de Sur
América, Sur de Europa, Norte de Africa y Medio Oriente consideradas areas de riesgo
intermedio, con tasas ajustadas para la edad que van entre 3,9 y 8,6 casos por milldn,
correspondiendo a un 15-46% de los casos de Linfomas (Cardy y cols. 2001). En
Colombia para 1982-1991, el Linfoma de Burkitt fue reportado en “International Incidence
of Childhood Cancer, Vol II", con una incidencia de 6.2 casos por millén, la mas alta entre
los paises de América Central y América del Sur en menores de 15 afos. (Cardy, 2001)
(Parkin 1998).

Entre los tumores malignos relacionados con el VIH se encuentra el Linfoma de Burkitt.
En Uganda, las tasas de incidencia de Linfoma de Burkitt aumentaron de 9,5 casos por
millon en 1960-71, a 34,3 casos por millén para el periodo 1991-1997 (Orem 2007). En

Estados Unidos el impacto de la pandemia del VIH es claro, Guech-Ongey reporta para
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el periodo de 1980-2005, una incidencia de Linfoma de Burkitt entre pacientes con SIDA

fue de 39.5 casos por 100.000 por afio en menores de 19 afios (Guech-Ongey 2010).

No hay duda que el Linfoma de Burkitt es mucho mas comuin en el Africa ecuatorial que
en otras regiones del mundo, probablemente debido a diferencias en el ambiente y en
particular al riesgo de exposicién a agentes infecciosos, asi como a algunos factores
genéticos. Por esta razdn, fue llamado el “Linfoma Africano”, extendiéndose entre 10 a
15° al norte y sur del ecuador, con una prolongacién hacia el sur en la costa este, donde
anualmente las temperaturas son mayores a 15°C y las precipitaciones son de mas de 24
pulgadas (Magrath 2012).

3.6 Diagnéstico

El diagnéstico de Linfoma de Burkitt, requiere la combinacion de parametros

morfolégicos, inmunofenotipicos y genéticos.

3.6.1 Morfologia

En la tincibn de Hematoxilina-eosina y bajo aumento, se puede observar la clasica
apariencia en “cielo estrellado”. Este patron es debido a la presencia de mudltiples
macréfagos dispersos, de citoplasma abundante y claro, con cuerpos fagocitados que
contienen células tumorales apoptéticas (cuerpos tingibles) “las estrellas” (Fujita 2004),
en un fondo de células tumorales basdfilas “el cielo”. Los tejidos de masas tumorales
muestran distorsién de la arquitectura por sabanas de células linfoides atipicas, algunos

intercalados con areas de necrosis 0 hemorragia.

Las células tumorales que componen el Linfoma de Burkitt clasico son de tamafio medio,
definido como un tamafio nuclear similar o mas pequefio que el de los histiocitos y
muestran un patrén de crecimiento monétono y difuso. Las células aparecen cohesivas y
algunas veces se observan células moldeadas con contornos cuadrados por citoplasma
retraido (Swerdlow 2008). Los nucleos son redondos a ovales con bordes bien definidos,
cromatina dispersa, finamente agrupada y 2-5 nucléolos de tamafio medio en disposicién

paracentral. Su citoplasma es escaso y ligeramente baséfilo y con frecuencia presentan
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vacuolas de contenido lipidico las cuales son mejor apreciadas con la tincion de
Romanowsky. Otras de las caracteristicas del Linfoma de Burkitt es la marcada tasa de
proliferacién, observandose como numerosas figuras mitéticas y cuerpos apoptoticos
(Michelow 2012,) (Ng 2009).

Aunque morfolégicamente las tres variantes de Linfoma de Burkitt pueden mostrar
caracteristicas idénticas, este prototipo histolégico es observado con alta frecuencia en
las formas Esporadicas, particularmente en poblacién pediatrica, seguidas por las formas
Endémicas (Swerdlow 2008). Por el contrario, el Linfoma de Burkitt asociado a
Inmunodeficiencia puede mostrar un espectro mas amplio de morfologias, que incluyen
formas pleomoérficas y de diferenciacion plasmocitoide (Michelow 2012). Estas dos
morfologias, reconocidas previamente por la OMS en el 2001, fueron denominadas
Linfoma de Burkitt con diferenciacidon plasmocitoide y Linfoma de Burkitt atipico/Linfoma
de Burkitt-like. El primero, caracterizado por células con nucleo excéntrico y un anico
nucléolo central y el dltimo, donde se observa gran pleomorfismo, con nucléolos mas

prominentes pero menos nuMerosos.

Cada caracteristica patolégica usada para definir el Linfoma de Burkitt es encontrada en
otros tipos de neoplasias de células B y en especial la distincion entre linfoma de Burkitt y
Linfoma B Difuso de Célula Grande es algunas veces problematica. Esto es reconocido
por la OMS en el 2008 con la introduccién de la categoria: Linfomas de células B
inclasificables, con caracteristicas entre Linfoma B Difuso de Célula Grande y Linfoma de
Burkitt (Perry Am. 2013). Esta es una categoria heterogénea y provisional, que no se
considera una clara entidad patolégica, pero que ha sido Gtil para permitir la clasificacién
de los casos que no cumplan con criterios de Linfoma de Burkitt o Linfoma B Difuso de
Célula Grande. Este es un grupo de Linfomas, se caracteriza por células B
morfolégicamente heterogéneos, en algunos casos, las células recuerdan a las del
Linfoma de Burkitt pero con mayor variacién en tamafo nuclear asi como en su contorno.
Algunos casos son consistentes morfolégicamente con Linfoma de Burkitt pero con un
inmunofenotipo y/o caracteristicas genéticas atipicas. Otros casos, muestran un
inmunofenotipo consistente con Linfoma de Burkitt pero con un tamafio nuclear que es
intermedio entre LB y LBDCG, con contorno nuclear irregular y nucléolo grande. De

forma caracteristicas, expresan marcadores pan B, portan la translocacion MYC en cerca
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del 35-50% de los casos y la translocacion BCL2 hasta en un 15% de los casos. En
algunas situaciones estas se presentan juntas y son denominados Linfomas doble “hit”
(Aukema SM. 2011), o asociadas con otras anormalidades citogenéticas. De forma
interesante esta nueva categoria muestra un predominio por translocaciones del MYC
con locus de Ig de cadena liviana, asi como a genes diferentes como BCL6, BCL11A,
PAX5 y IKAROS (Frick M. et al, 2012).

Alguno de estos casos previamente clasificados como Linfoma like-Burkitt/Linfoma de
Burkitt atipico, son designados ahora en esta clasificacion, asi como algunos casos de
Linfoma Folicular trasformados. Este grupo de linfomas de células B aunque muestra las
caracteristicas morfologicas y genéticas de estas dos neoplasias, son biolégicamente
diferentes y no deben ser incluidos en esta categoria casos de Linfoma B Difuso de
Célula Grande morfolégicamente tipico con rearreglos de MYC, ni casos de Linfoma de
Burkitt morfolégicamente tipico en el cual no se pueda demostrar el rearreglo del gen
MYC (Swerdlow 2008).

3.6.2 Inmunofenotipo

Las células tumorales expresan moderados a altos niveles de IgM de superficie con
restriccion de cadena liviana y antigenos asociados al linaje de células B como CD19,
CD20, CD22 y CD79a. Marcadores como CD10, Bcl6, CD38, CD77 y CD43 son
comunmente co-expresados. La expresion de CD10 y bcl-6 favorecen su origen centro
germinal, el cual ha sido confirmado en andlisis de expresion genética. Las células
neoplasicas son usualmente negativas o solo ligeramente positivas para Bcl2 (en
aproximadamente 20% de los casos) y son de forma uniforme negativas para la
deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT). Muestran ademas, un alto indice de
proliferacién con un Ki67 mayor al 95% (Michelow 2012) (Fujita 2004).

Casos con un inmunofenotipo més atipico, tales como los casos con BCL2 positivo, son
vistos en pacientes adultos y requiere el cumplimiento de otros parametros para el
diagnéstico de linfoma de Burkitt, incluyendo translocacién MYC;IG sin translocacién
BCL2 o BCL6 (Swerdlow 2008).
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CD28 y CD44 han sido documentados como inmunotinciones Utiles para distinguir entre
linfomas positivos 0 negativos para translocacién MYC (Rodig et al, 2008), aunque la

experiencia con estos anticuerpos es aun limitada.

3.6.3 Genética

Desde 1982, luego de ser reportada por dos grupos independientes la translocacion
t(8;14) del oncogén MYC (c-myc) al locus de la cadena pesada de la IG, esta ha sido
establecida como un evento molecular clave asociado con el Linfoma de Burkitt en todas
sus formas clinicas. Las siguientes son translocaciones descritas para el Linfoma de

Burkitt que involucran el oncogén MYC.

- 1(8;14)(g24;932): MYC/IGH (locus de la Cadena Pesada de Inmunoglobulinas)

- 1(8;22)(g24;911):MYC/ IGL (locus para la Cadena Ligera de Inmunoglobulina Lambda)
- 1(2; 8)(g12;924): MYC/ IGK (locus para la Cadena Ligera de Inmunoglobulina Kappa)

La t(8;14) (g24;932) se considera el marcador del linfoma de Burkitt, la cual ocurre en un
70-80% de los pacientes. Las variantes: t(2;8) (p12;924) y t(8;22) (q24;911), ocurren en el
10% y 5% respectivamente (Harris 2001). No obstante, dicha translocacion no es
especifica del Linfoma de Burkitt, est4 descrita en casos de Linfoma B Difuso de célula
grande, Linfoma Folicular trasformado, Mieloma Multiple y en otros Linfomas no Hodgkin,
confiriendo a estos un pobre prondstico (Kanungo A, 2006). Esta translocacién
probablemente ocurre como un error en la Hipermutacion Somatica o el Cambio de Clase
durante la reaccién centro germinal, un rearreglo aberrante a través de la activacion de la

enzima AICDA (activacion induced deaminase) (Gromminger S. y cols. 2012).

La consecuencia molecular de las tres translocaciones es la alteracion de la expresion
del oncogén MYC (myelocytomatosis viral oncogen homolog) el cual es un regulador
global de la transcripcién que afecta cientos de genes involucrados en el control del ciclo
celular, metabolismo, regulacion del procesamiento del RNA, expresiéon de micro-RNAs,
transduccién de sefales, interaccion célula-célula, funcién inmunolégica y apoptosis
(Grémminger S. et al. 2012) y se encuentra regulado a la baja cuando las células logran

su diferenciacion terminal. Esto se debe a la yuxtaposicion con secuencias reguladoras
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de la inmunoglobulina y simultdneamente pérdida o mutacién de parte de sus regiones
reguladoras (Shiramizu 1991). Se produce una sobreexpresion del oncogén MYC que
implica aumento de la apoptosis, estimulo continuo de proliferacién celular y retardo de la
diferenciacion. De esta forma, la célula es conducida a adquirir mutaciones genéticas
adicionales o modificaciones epigenéticas que promuevan la supervivencia celular, o
inhiban la apoptosis inducida por Myc para finalmente equilibrar el balance hacia la

proliferacion de células tumorales.

En aproximadamente un 10 % de los casos no se logra demostrar la translocacion MYC
por medio de Hibridacion in situ con fluorescencia y cuya explicacién alun es incierta
(Swerdlow 2008). Se ha propuesto que el gen MYC podria ser alterado en estos casos
por otros mecanismos como los epigenéticos (Lindstrom 2002). Dado que estos
mecanismos no son conocidos, todas las restantes caracteristicas deben ser

completamente tipicas para que se pueda hacer el diagnéstico de Linfoma de Burkitt.

En todos los tres tipos de translocacion, el punto de ruptura en el cromosoma 8 esta
dentro o adyacente al oncogén C-myc, mientras que en los otros cromosomas el punto
de ruptura estan dentro de uno de los locus de las cadenas de inmunoglobulina, ya sea
de la cadena pesada (cromosoma 14), de las cadenas liviana Kappa (cromosoma 2) o
lambda (cromosoma 22). En el cromosoma 14, el punto de ruptura usualmente esta
localizado dentro o adyacente a las regiones variables (V), unién funcional (J), diversa
(D) o la regién Switch (S), pero otras regiones del locus de la cadena pesada han sido

ocasionalmente involucradas (Shiramizu 1991).

De forma interesante, aunque la translocacion del gen MYC se asocia con todas las
formas clinicas de Linfoma de Burkitt, los puntos de ruptura para las translocaciones
difieren en la forma Endémica por un lado y en la Esporadico y la asociado a
Inmunodeficiencia por otro (Michelow 2012) (Ng 2009). Generalmente en la forma
Endémica, el cromosoma 8 tiene puntos de ruptura unas 100kb corriente arriba de la
region promotor del gen MYC, mientras que en el cromosoma 14 se involucran los
segmentos VDJ de gen IGH, resultando en la fusién de los elementos de control de IGH
corriente arriba de la region promotor del MYC. Por el contrario, el punto de ruptura en la
forma Esporéadica, ocurre en el cromosoma 8 dentro del exén 1 o intrén 1 del gen MYC y
en el cromosoma 14 dentro de la Region Switch del gen IGH (Ng 2009), translocando la
region codificante del MYC dentro del locus del IGH (Shiramizu 1991).
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En las formas variantes t(2;8) y 1(8;22), el punto de ruptura del cromosoma 8 ocurre
corriente abajo del gen MYC, resultando en la translocacion de elementos de control de
IGK o IGL corriente abajo del MYC. Estas variaciones sugieren que la patogénesis del
Linfoma de Burkitt Esporadico y el Linfoma de Burkitt Endémico, difieren en cuanto al
mecanismo molecular que da lugar a la translocacion y alteracion del oncogén MYC.
Aungue todavia no se conocen con exactitud, se han relacionado con el estado de
diferenciacion de la célula diana en el momento de la transformacién maligna asi como
de la positividad o negatividad del EBV entre las formas endémicas y esporadicas
(Shiramizu 1991) (Bellan 2005).

Otras alteraciones genéticas y epigenéticas que ocurren en un subgrupo de Linfomas de
Burkitt, involucran pl16, TP53, p73, BAX, pl30/RB2 y BCL6, pueden promover el
crecimiento celular y/o inhibir la apoptosis (Swerdlow 2008). Usando hibridacién
gendmica comparativa (CGH), un reciente estudio confirmo que los Linfomas de Burkitt
son asociados con relativamente pocas anormalidades en nimero de copias, e identificd

anormalidades en TP53 y ganancias en los microRNA cluster 17-92 (Scholtysik 2010).

La ldentificacién de la translocacion MYC, se logra por metodologias como FISH, PCR y
Southerm blot. Sin embargo el amplio rango de puntos de ruptura, limita la eficiente
deteccion de IGH-MYC por PCR convencional y en relacion al Southerm blot, se requiere

DNA de alta calidad y multiples sondas para detectar varios puntos de ruptura genémica.
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Chromosome 8: c-Myc

i 44 tH
¢BL Exon 1 SBL Exon 2 Exon 3 1(8:22)
HIV BL t(2:8)

Chromosome 14: IgH

s - HHHHHHE-//- -/ »

YT Y S !

sBL eBL
HIV BL
HOi9): oL Chromosome 14----8
Exon 1 Exon2 Exon3

s /) ] e v

Cn Sp Ep J
t(8;14): sBL/HIV BL Chioiiosome 14—:8

Exon 2 Exon 3
5 B .
Cn Sp
42:8) Chromosome 8----2
K locus

Exon 1 Exon 2 Exon 3

- - ([ iHH i B
Ei E3’
enhancer enhancer
18;22) Chromosome 8 ----22
M locus
Exon 1 Exon2 Exon3
- [ [ [ N B 3
HuEA
enhancer

Figura 1. Rearreglo Cromosémico MYC — IGH en Linfoma de Burkitt.

Fuente: Tomado de Kristie A. Blum et al. (2004).

3.6.4 Microarreglos de expresion

Como previamente se describe, la distincién entre el LB y el LBDCG no siempre es
precisa con técnicas diagndsticas de uso rutinario, dado que hallazgos morfoldgicos,
inmunofenotipicos y la caracteristica t(8;14) se pueden superponer. Sin embargo es
critica la determinacion, ya que el manejo de estas dos entidades es diferente. De forma

reciente, Microarreglos de Expresion han sido diseflados para identificar perfiles de
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expresion genética que permitan distinguir entre Linfoma de Burkitt y Linfoma B difuso de
célula grande u otros Linfomas B agresivos, asi como para ampliar el entendimiento de
las vias moleculares involucradas en la patogénesis de LB e identificar nuevos
marcadores moleculares y blancos terapéuticos. Dave y cols, identificaron cuatro
principales clister de genes expresados de forma diferencial “firmas de expresién
génica”. La proteina c-myc y sus genes blancos constituian una de las firmas, esta fue
expresada en un nivel mas alto en el Linfoma de Burkitt que en LBDCG. Una segunda
firma incluia un subgrupo de genes asociado con células B centro germinal, los cuales
fueron sobreexpresados en el Linfoma de Burkitt mas que en el LBDCG CG-like. La
tercera y cuarta firma, mostraban bajos niveles expresion e incluian genes HLA clase | y

genes blanco de la via NF-kappa B (Dave SS, 2006).

Aunque el numero total de casos incluidos en este estudio fue relativamente pequefio, la
evidencia sugiere que los perfiles de expresion genética tienen un potencial para ser
pruebas altamente especificas que puedan ser empleadas de forma rutinaria en
muestras de tejido fijado y parafinizado y en un futuro que permitan definir nuevos
blancos terapéuticos

3.7 Pronéstico

Clinicamente el pronéstico es determinado por el estadio de la enfermedad, usando ya
sea el Sistema Ann Arbor o con més frecuencia el Sistema St Jude/Murphy. Este ultimo
sistema, permite identificar pacientes con enfermedades en estadios limitados (I o Il) y

pacientes con enfermedades extensas intrabdominales o intra-toracicas (lll o 1V).
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Tabla 1

Clasificacién por estadios de Ann Arbor.

Estadio | Compromiso de una uanica region ganglionar (I) o de una regién
extraganglionar (IE)

Estadio Il Compromiso de 2 o mas regiones ganglionares en el mismo lado del

diafragma (Il), una localizacion extralinfatica y de una o mas regiones
ganglionares en el mismo lado del diafragma (lIE)

Estadio lll Compromiso de regiones ganglionares en ambos lados del diafragma
() que pueden estar acompafiadas por afectacion extralinfatica
localizada (IlIE), esplénica (111S), o ambas

Estadio IV Afectacion diseminada de uno o mas drganos extralinfaticos asociada o
no a ganglios linfaticos

Sintomas: A: asintomatico y B: fiebre, sudoracién, pérdida de peso >10% del peso
corporal.

Fuente: Elaboracion propia. Informacién tomada de Molyneux E.M, et al. (2012).

Tabla 2

Sistema de estatificacion St Jude/Murphy

Estadio | - Un dnico tumor (extranodal) o area anatdmica Unica (nodal), excluyendo
el mediastino y abdomen.

Estadio Il - Un Unico tumor (extranodal) con compromiso ganglionar regional.

- En el mismo lado del diafragma: dos o0 mas areas ganglionares; dos
tumores extraganglionares, con o0 sin compromiso regional.

- Un tumor primario gastrointestinal (usualmente ileocecal) con o sin
compromiso ganglionar mesentérico asociado, resecado
macroscoépicamente.

Estadio lll | - En ambos sitios del diafragma: dos o mas areas nodales; dos tumores
extraganglionares.

- Todos los tumores primarios toracicos (mediastino, pleura, timo)

- Enfermedad intrabdominal primaria extensa e irresecable.

- Todos los tumores primarios paraespinales o epidurales, independiente
de otros sitios.

Estadio IV | Cualquiera de los sitios anteriores con compromiso del SNC o medula ésea

Fuente: Elaboracion propia. Informacién tomada de Molyneux E.M, et al. (2012).

Aungue el Linfoma de Burkitt es un tumor agresivo es potencialmente curable. Requiere
el inicio temprano de esquemas de poliquimioterapia a altas dosis, algunas veces con
profilaxis del SNC, asi como profilaxis y tratamiento del sindrome de lisis tumoral el cual
debe ser iniciado inmediatamente se confirma el diagndstico. En paises desarrollados,

logrdndose tasas de curacion global de Linfoma de Burkitt esporadico, de
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aproximadamente el 90% (Molyneux E.M. 2012), con variaciones segun el estadio y
factores adversos, entre estos los altos niveles de LDH, el compromiso SNC y medula
Osea, tumores irresecables >10 cm y mayor edad son factores de pobre pronostico tanto
en poblacién adulta como pediatrica (Swerdlow 2008). Una respuesta granulomatosa al
linfoma ha sido asociada con resultado favorable en casos de Linfoma de Burkitt

esporadico (Schrager JA et al, 2004).

Para paises en vias de desarrollo, las tasas de curacion son variables. En Brasil, para el
2009, Klumb y cols informaron una sobrevida libre de evento del 80%, con una
mortalidad asociada a tratamiento del 1% (Klumb et al. 2009). En formas Endémicas
para el 2008 fue reportada una sobrevida libre de evento del 61%, con una mortalidad
asociada a tratamiento del 23% (Harif et al 2008). Siendo en estos paises mas frecuente
la recaida y/o falla del tratamiento asociada con terapias incompletas, menos agresivas,
diagnéstico tardio, progresion de la enfermedad o mortalidad asociada al tratamiento
(Molyneux E.M. et al 2012).

La ocurrencia de recaida, usualmente se presenta durante los primeros 6 meses luego
de finalizar el tratamiento, asociados a pobre pronéstico dadas las pocas opciones
terapéuticas disponibles. Asi, evaluacion de sobrevida libre de evento en el primer afio,
es probablemente un buen indicador de sobrevida a largo plazo, especialmente en
pacientes con Linfoma de Burkitt endémico, debido a que menos del 5% de recaidas

ocurren después de un afio. (Molyneux E.M. et al 2012).

Nuevos blancos terapéuticos, estan siendo evaluados incluyendo aquellos contra el gen
c-myc, inhibidores de la ADN metiltrasferasa, inhibidores de proteosomas, inhibidores de

ciclina dependiente de kinasa entre otros (C. Mosse y K. Weck, 2010)

3.8 Etiopatogenia

El Linfoma de Burkitt es derivado de células B centro germinal o post centro germinal. El
desarrollo de este es dependiente de la expresidn constitutiva del oncogén c-MYC. Este
factor de transcripcion modula la expresion de genes blanco los cuales regulan

numerosos procesos celulares que incluyen proliferacion, diferenciaciéon y muerte celular.
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Asi mismo, la infeccién crdnica por EBV parece jugar un rol en los casos endémicos y en
una minoria de casos esporadicos y asociados a inmunodeficiencias. Al respecto, esta
asociacion continua siendo un paradigma y por lo tanto blanco de intensas
investigaciones. En este texto se intenta profundizar sobre la evidencia actual de dicha

asociacion.

Es posible que diferentes mecanismos patogénicos existan entre los tres subtipos
clinicos, esto es evidente por las variaciones en tasas de infeccion por EBV, VIH, malaria,
en la anatomia molecular de los rearreglos cromosémicos, entre otros. Sin embargo,
muchos interrogantes sobre el mecanismo preciso de trasformacion maligna son aun

desconocidos.

Virus Epstein-Barr.
-Estructuray Biologia:

El virus Epstein-Barr, también denominado Herpesvirus 4 (HHV-4), es un virus ADN de
doble cadena, perteneciente a la familia Herpesviridae y a la subfamilia
Gammabherpesvirinae, especificamente al género gama-1, siendo el Unico en su género

que afecta humanos.

Es un virus envuelto, con un diametro aproximado de 120nm a 180nm. Su genoma viral
estd rodeado por una nucleocapside, formada por 162 capsdémeros y una proteina de
tegumento ubicada entre la nucleocéapside y la envoltura. Su ADN de doble cadena lineal,
tiene aproximadamente 172kb y codifica para mas de 85 genes (Bouvard V. 2009). El
genoma se organiza en regiones, referidas como dominio de secuencia Unica Corta
(US), dominio de secuencia Unica Larga (UL) las cuales son divididas por secuencias
repetidas llamadas Repeticiones Internas (IR) y Repeticiones terminales (TR) (IARC,
2011).

Estas repeticiones terminales (TR) que flanquean en ambos extremos la molécula de
ADN, tiene una longitud aproximada de 500 pb y tras la infeccidn de una célula huésped,
el genoma lineal del EBV es trasformado a una estructura de ADN episomal circular,

gracias a la recombinacion entre estas repeticiones terminales. El numero de
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repeticiones que queda en cada episoma tras la unién de los extremos se utiliza como

marcador de clonalidad (si las células infectadas son del mismo progenitor (IARC, 2011).

La nomenclatura de los marcos abiertos de lectura (ORFs) se basa en el fragmento de la
enzima de restriccion BamHI en el cual fue encontrado. Estos ORFs son divididos en
genes latentes y genes liticos, estos ultimos ademas clasificados en genes tempranos
inmediatos, genes tempranos y genes tardios. La mayoria, codifican para proteinas con
diversas funciones, algunas proteinas estructurales, factores de trascripcion, proteinas
homologas humanas y una minoria de genes no son codificantes, como los micro-RNAs
trascritos por dos unidades denominadas BHRF1 y BARTO. (Grémminger S et al,
2012)(Bouvard V. et al. 2009) (Allday M. 2009). La expresion de estas proteinas
codificadas por el genoma del EBV varia dependiendo del tipo de programa de expresion
génica ejecutado, siendo el Programa de replicacion litica, donde el mayor niumero de

proteinas virales son expresadas (Ng S. 2009).

Dos principales tipos de EBV han sido identificados, denominados EBV-1 y EBV-2 los
cuales difieren en su distribucion geografica (Bouvard. 2009) y en la secuencia de los
genes que codifican para los antigenos nucleares (EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B vy
EBNA-3C) (Sample. 1990), en especial la secuencia del gen EBNA-2, el cual parece
estar relacionado con la diferente capacidad de infectar e inmortalizar lineas celulares

linfoblasticas (LCLS) in vitro.

El virus Epstein Barr, exhibe un tropismo por las células B, siendo el principal blanco de
infeccidon tanto in vivo como in vitro. Esta union, preferencial es mediada por la
interaccion de la glicoproteina de envoltura gp350 con el receptor CDR2 (CD21) para el
C3d del complemento (Cohen JI 2000*). Posteriormente, una segunda glicoproteina de
envoltura, la gp42 se unen a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il, actuando esta union como cofactor de infeccién de linfocitos B (Li Q. y cols.,
1997). La particula viral ingresa por endocitosis a la célula hospedera, fusionando la

envoltura viral con la membrana celular.

Sin embargo el EBV no es exclusivamente linfotrépico. Este puede infectar otras células,
aunque con baja eficiencia y con mecanismos diferentes a la via CD21, como células
epiteliales y linfocitos T. La primera evidencia que el EBV podia entrar a las células

epiteliales fue proporcionada por Wolf en 1973, quien uso Hibridacion in situ en biopsias
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de Carcinoma Nasofaringeo. Aunque, la asociacion del EBV con este y otros tumores
epiteliales reflejan la interaccion con las células epiteliales, la presencia de genoma viral
en forma episomal encontrado en estas neoplasias epiteliales, no ha sido encontrado en
células epiteliales normales in vivo (Grémminger S. y cols. 2012). Sugiriendo, que la
infeccidn por EBV en portadores cronicos sanos esté restringido a las células B y que el
principal papel de las células epiteliales es ser un sitio de replicacion y amplificacion del
EBV mas que un sitio de infeccién latente persistente (Bouvard. 2009). De hecho, La
infeccidn del epitelio escamoso orofaringeo hace parte integral de la interaccion natural
del EBV-hospedero, donde ocurre la replicacion viral, explicando las elevadas
concentraciones de virus vistas pacientes con mononucleosis, quienes se encuentran

eliminando particulas virales infectantes (Ng. et al 2009).
-Epidemiologia de la infeccidn:

Un importante descubrimiento, permitié a los hermanos Henle en 1966 (Henle & Henle
1966), desarrolla un inmunoensayo para la determinaciéon de anticuerpos contra el virus
Epstein-Barr, al encontrar que en lineas celulares de linfoma de Burkitt, una pequefia y
variable proporcion de células producian particulas virales, las cuales fueron usadas
como fuente de antigenos virales. Gracias a esto, estudios Seroepidemiolégicos a gran
escala revelaron que este virus era ubicuo en la poblacion humana y no se restringia a
Africa central. En 1970, la Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer
demostr6é que mas del 90% de los adultos en todo el mundo estaban infectados con EBV,
basados en la deteccién de anticuerpo de EBV (especialmente anticuerpos contra la
cépside viral VCA) (Bouvard. 2009).

La edad de primoinfeccion varia sustancialmente alrededor del mundo, y la exposicién al
virus esta probablemente relacionada con factores socioeconémicos. En paises en via de
desarrollo, la primo infeccién por EBV ocurre durante los primeros afios de vida y es
frecuentemente asintomatica. El hacinamiento y/o la practica de la masticacion de
alimentos para los bebés contribuyeron para la incidencia temprana en estos paises.
Mientras que en los paises desarrollados, esta primoinfeccién tiende a ser mas tardia,
apareciendo hacia la adolescencia y la adultez temprana y manifestandose en algunos,
como una infeccion autolimitada conocida como mononucleosis infecciosa o enfermedad

del beso por su via de trasmision relacionada (Gromminger 2012) (Cardy A. H, 2001).

-Ciclo biologico:
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El EBV se trasmite por la saliva y entra al epitelio del anillo de Waldeyer, donde
probablemente inicia el foco primario de replicacion litica que permite la amplificacién del
virus. Posteriormente, el virus se propaga por el tejido linfoide subyacente activando el
programa de transcripcion denominado latencia Il o programa de crecimiento, infectando
células B virgenes. Este programa es autorregulado negativamente por las proteinas de
la familia EBNA 3, permitiendo que las células migren dentro del foliculo e inicien la
reaccion de centro germinal y se establezca el programa de transcripciéon Latencia Il.
Este programa proporciona sefiales de supervivencia que conducen a la célula fuera del
centro germinal como células B memoria, donde luego es iniciado el programa de
transcripcién Latencia 0, en el cual la expresion de las proteinas virales se apaga y
permite escapar de la respuesta celular T CD8 especifica, permitiendo su persistencia a

lo largo de la vida.

Cuando los linfocitos ocasionalmente se dividen, activan el programa de Latencia | en el
cual solo la proteina EBNA1 es expresada junto con algunos nc-RNAs y micro-RNAs.
Gracias a este programa el genoma viral se conserva en forma episomal, replicado por la
DNA polimerasa del hospedero y repartido en partes iguales a las células progenitoras
durante el proceso de division celular. (Young L., 2004) (Thorley-Lawson & Gross, 2004)
(Bouvard V., et al 2009).
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Figura 2. Interaccion del EBV y hospedero.

Fuente: Tomado de Young LS, Rickinson AB (2004).
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El EBV permanece en forma latente en el huésped infectado, en un estado de portador.
Este estado puede fluctuar por periodos de reactivacion desde latencia a fase litica
permitiendo la eliminacién de viriones desde las superficies mucosas con la posible

trasmisién a otros hospederos o a otras células B. (Ng.-B. & Khoury J. 2009).

No esta totalmente claro cédmo el virus consigue el acceso al compartimiento de células B
de memoria. Thorley-Lawson ha propuesto que el virus aprovecha la ruta normal de la
diferenciacion de las células B a través del centro germinal, en este escenario, indica que
la trasformacién viral conduce a las células virgenes en células memoria, imitando el
proceso fisiolégico que involucra los genes LMP1 y LMP2, como mimetizadores del CD40
y el BCR respectivamente e implicando la presencia de hipermutaciones somatica de los
genes de inmunoglobulina durante el transito por el centro germinal. Una visién
alternativa, es que la infeccion de las células memoria, existe como una ruta directa,
pasando a través del centro germinal infectando directamente las células B memoria.
Sin embargo, ninguno de estos puntos es completamente soportado con evidencia
experimental (Young L., 2004) (Thorley-Lawson & Gross, 2004) (Bornkamm G.W., 2009).

El control de la infeccibn estd dada principalmente por una poblacion de células T
citotoxicas CD8 positivas que reconocen los epitopes derivados de proteinas EBNA2A,
3A, 3B y 3C, permitiendo mantener un estado portador asintoméatico. Sin embargo, la
proliferacién del EBV en linfocitos B portadores del genoma en latencia, puede ocurrir en
individuos inmunodeficientes, el cual se manifiesta como Enfermedades
Linfoproliferativas (Klein G. 2011), donde la ausencia de una efectiva vigilancia de células
T, permite la expresion no restringida de genes EBV y el crecimiento auténomo de

células infectadas (latencia tipo Il).

La infeccion por EBV provoca tanto una respuesta inmune celular como humoral. Esta
dltima, incluye la produccion de anticuerpos contra las proteinas estructurales como el
antigeno de capside EBV (VCA-IgG) y el antigeno temprano (EA-IgG), los cuales no
parecen jugar un rol importante en el control de una infecciéon por EBV establecida (Ng
S.-B. & Khoury J. 2009).

-Expresién génica viral:
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La expresion de genes codificados por el EBV es regulada por el fenotipo celular y en
células B por el estadio de diferenciacién o de activacién. Una compleja interaccion entre
las proteinas codificadas por el virus y las proteinas celulares determinan el fenotipo de
latencia. Se describira brevemente algunas de estas proteinas, para luego describir los

diferentes programas de Latencia.

EBNA1, es una fosfoproteina expresada en todos los programas de latencia con
excepcion de la Latencia 0 o verdadera latencia. Se expresa en la mayoria de células
qgue portan el EBV, independiente del tipo de célula, del estado de diferenciacion o de
activacion. Cuando esta es la Unica proteina expresada (Latencia I), permite a la célula
ser pobremente reconocida por los linfocitos T citotdxicos, ya que inhiben el
procesamiento y presentacion de antigenos por el CMH clase |. Es una proteina de
unién a diferentes sitios del ADN viral, siendo responsable de promover la replicacién y la
segregacion de los episomas virales en las células hijas, actia como un regulador
transcripcional de los programas virales por union a diferentes promotores y participa en
el proceso inmortalizacion de las células B (Klein G 2010.) (Grémminger S. et al. 2012)
(Ng S., 2009). Se reconoce su efecto antiapoptético, regulando p53 a través de la unién a
una proteasa especifica de ubiquitina denominada HAUSP (Klein G. 2010.), asi como su
contribucién en la inestabilidad gendémica del huésped e incluso con ocurrencia de
translocaciones (Yung L. 2004) (Bouvard V. Et al 2009).

EBNA-2, se expresa en el programa latencia lll y es la que més difiere entre los dos tipos
de EBV. Aunque no se une directamente al ADN, tiene como funcion ser un potente
activador transcripcional de numerosos promotores celulares y virales. Entre estos, se
encuentra el promotor ¢ (Cp), el promotor LMP-2A y LMP-1 y promotores para genes
celulares como el CD23, CD21 y c-myc. Esto es logrado por medio de interacciones con
factores de trascripcion celular, tales como SPI1 y el complejo proteico de reclutamiento
RBP-JK, interacciones que promueven la proliferacion (Grémminger S. et al. 2012) (Ng
S., 2009) (Young L. 2004) (Bouvard V. et al 2009). La unién a RBP-JK, ha sido
ampliamente estudiada y es esencial para la inmortalizacion del EBV. Esta unién
involucra la via de sefializacion del Notch, ya que el RBP-jk es el blanco corriente abajo
del fragmento intracelular clivado de las proteinas Notch, luego de la unién del ligando a

el fragmento extracelular. EI EBNA-2 puede reemplazar funcionalmente este fragmento
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intracelular de las proteinas Notch, activando la via de sefializacion (Young L. 2004)
(Klein G 2010). La induccién del c-myc, se considera un importante enlace entre la

infeccidn por EBV y control del ciclo celular (Kaiser et al., 1999).

Los tres miembros de la familia EBNA3 (EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C) son
reguladores transcripcionales, reprimiendo la transactivacion a través de la union a RBP-
JK. Una de estas funciones, es la contribucién a la terminacion de la expresion de
EBNAZ2 y por ende el cambio de latencia (Bouvard V. et al 2009) (Grémminger S. et al.
2012) (Young L. 2004). Se describe su unién a proteinas de remodelamiento de la
cromatina (White, 2011) (Klein G., 2010.) y su posible accién de silenciamiento

epigenético de genes celulares (Bornkamm G.W., 2009).

Las tres proteinas latentes de membrana, LMP1, LMP2A y LMP2B, se expresan tanto en
la superficie de las membranas celulares como en de las membranas intracelulares.
Cumplen diversas funciones al interactlian con varias vias de sefializacion celular. LMP-
1, imita casi completamente la sefializacion mediada por CD40 y es por lo tanto
funcionalmente homologa a la familia del receptor de TNF en los linfocitos B y las células
epiteliales, activando constitutivamente los principales sistema de sefializacién, como la
via NF-kB, JNKquinasa y HJAK/STAT. Entre los genes involucrados por la interaccion
con vias de sefializacién celular, se documenta la regulacion a la alta de genes
antiapoptéticos incluyendo el Bcl-2, moléculas de adhesion celular, citoquinas y de
sefiales de supervivencia por medio de activacion de AKT (Cohen JI, 2000) (Bouvard V. y
cols 2009) (Ng D., 2009) (Young L., 2004). (Klein G. 2010). LMP2A, es una proteina de
membrana, con similitudes estructurales y funcionales con el receptor de linfocitos B,
actuando como un receptor equivalente que activa vias de sefializacion propias de este.
Tiene un importante papel en mantener la latencia viral, previniendo la reactivacion del
EBV en células B con infeccion latente por bloqueo de la activacion del ciclo litico (Kelin
G. 2010) (Cohen JI 2000) (Bouvard V., et al 2009).

EBNA-LP, es una proteina expresada de forma temprana en células B, luego de la
infeccién por EBV. Se une al MDM2, formando un complejo trimolecular junto con el p53,
la unién del EBNA-5 al MDM2 evita la poliubiquitinacién del p53 y la formacién del
complejo MDM2/EBNA-5/p53, bloguea la funcién transactivadora del p53 (Klein G.2010).
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El virus Epstein Barr, también codifica al menos 22 micro-RNAs los cuales son
expresados en diferentes grados en los programas de Latencia |, Il, lll. Son trascritos por
dos unidades independientes de la BHRF1 y BARTO los cuales modulan la expresiéon de
varios mMRNA celulares, entre estos sobresale las proteinas BIM y PUMA reguladoras de
la apoptosis. Se describe la fuerte homologia de BHRF1 con gen BCL-2 (Bouvard V. et al
2009) (Gromminger S. et al. 2012).

Otros RNAs no codificantes, son los derivados de los genes EBER1 y EBER2, los cuales
se expresan en las células en latencia y se sugiere su funcion como reguladores de la
sefalizacién y como factores de transcripcion de citoquinas (Bouvard V. et al 2009)
(Gromminger S. et al. 2012).

Antes de describir los programas de latencia, es importante aclarar el termino Latencia
en la infeccién por EBV. Este ha sido usado para describir dos fenomenos diferentes, el
primero para describir la persistencia del virus in vivo y el segundo para denominar los
programas de transcripcion del genoma viral in vitro o in vivo y que no estan asociados

con la produccion de proteinas virales de la fase litica (Gromminger S. et al. 2012).

Estos complicados programas de latencia, le permiten al virus manipular la diferenciacion
de células B. Los diferentes programas de Latencia han sido descritos tanto en células B
normales como en células tumorales de diferentes neoplasias como se muestra en la

tabla 1 y usan diferentes promotores segun la Latencia expresada (promotor Cp, Wp y

Qp).

Tabla 3
Programas de Latencia y Neoplasias asociadas.

Tipo de Productos virales Neoplasia asociada
Latencia expresados
Latencia | EBNA-1 Linfoma de Burkitt
EBERs Carcinoma Gastrico
BARFO
Latencia ll EBNA-1 Enfermedad de Hodgkin
EBERs Carcinoma Nasofaringeo
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LMP-1 Linfoma periférico NK/T
LMP-2A
BARFO

Latencia lll Todos los EBNAs Linfomas asociados a SIDA
EBERs Desordenes Linfoproliferativos
LMP-1 postrasplante
LMP-2A
BARFO

Fuente: Elaboracion propia. Informacion tomada de Bouvard V. & cols (2009).

Los programas de latencia descritos en la actualidad son:

» Programa de Latencia O o verdadera latencia
* Programa de Latencia |

* Programa de Latencia Il

« Programa de Latencia Ill o de crecimiento

* Programa de Latencia Restringido —Wp

Latencia 0. Las células B infectadas por EBV que proliferan y logran evadir las células T
CD8, pueden entrar en verdadera latencia en células B memoria, denominada Latencia 0.
Este proceso aun es pobremente entendido, pero se sabe que permite la persistencia a
lo largo de la vida del hospedero. Las Unicas células que expresan esta latencia in vivo
son los linfocitos B de memoria y es desde este compartimiento que el virus puede ser

reactivado para entrar en un ciclo litico.

Latencia |. Este programa es caracterizado por la expresion de solo una proteina
nuclear, la proteina EBNA-1 junto con algunos micro-RNAs y nc-RNAs (EBERS). Este
limitado repertorio de expresion, ocurre en las células memoria que entran en division,
permitiendo al virus persistir en latencia en las células en divisibn. EBNA1 no es un
blanco para la respuesta de células T citotéxicas, permitiendo que las células infectadas
evadan la vigilancia inmune. (Ng 2009). Este programa de Latencia usa el promotor Qp y
es expresado en las células del Linfoma de Burkitt que portan el genoma viral, en donde
las células B se dividen rapidamente y requieren la expresion de EBNA1 para mantener

el genoma viral en estas células.
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Linfomas de Burkitt con expresion de LMP2A o con EBNA1, 3A,3B y 3C han sido
reportados, pero probablemente representan una minoria de casos (C. Mosse y K. Weck,
2010).

Latencia Il. En este programa se expresan las proteinas EBNA-1, LMP-1 y LMP-2A y
EBERS. El tipo de células B que muestra esta latencia son las células B del centro
germinal y su funcion parece estar relacionado con la activacion de la diferenciacion de
las células B en células de memoria. Esta latencia se observa en tumores epiteliales
(NPC y cancer gastrico) y en células Reed Sternberg en Enfermedad de Hodgkin
(Bornkamm G.W., 2009).

Todos los genes son expresados en el programa de “trasformacion del crecimiento o
programa de crecimiento”, también llamado Latencia lll, estos fueron caracterizados en
Lineas celulares linfoblastoides (LCLs), encontrando 6 antigenos nucleares (EBNAL,
EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C, EBNALP), tres proteinas latentes de membrana
(LMP1, LMP2A, LMP2B), 2 RNAs no codificantes EBER1 y EBER2 y dos set de micro
RNAs (Gromminger S. et al. 2012) (Bouvard V., et al 2009). De este grupo de proteinas,
se ha determinado que EBNA2, EBNA3A, EBNA3C y LMP1 son esenciales para la
inmortalizacién de células B in vitro (Klein G. et al 2010) y por otro lado, que LMP1 tiene
un fuerte impacto en el fenotipo de las células B, induciendo activacién de marcadores y
moléculas coestimuladores que aumentan su inmunogenicidad a las célula T citotéxicas.
Por esta razon, las células que expresan este programa de crecimiento pueden existir
solo durante la fase aguda de la infeccién primaria antes de que la respuesta celular
especifica para EBV se desarrolle o en algunos pacientes inmunocomprometidos (Ng
2009). Esta latencia usa el promotor de forma temprana el promotor Wp, para luego usar

el promotor Cp.

Linfoma de Burkitt y EBV

Por varias décadas, se han hecho observaciones sobre el papel del EBV como virus
tumoral. Estas incluyen los estudios in vitro, que documentan la capacidad del EBV de
conducir a las células B dentro de una proliferacién ilimitada, fendbmeno denominado
Inmortalizacion o trasformacidon del crecimiento y mas recientemente, estudios de

silenciamiento que mostraron la relacidn de efectos en la proliferacion celular, apoptosis,
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y migraciéon celular. Como equivalente a la inmortalizacion in vitro, hay evidencia
experimental de induccion de enfermedades linfoproliferativas en modelos animales, o
luego del trasplante de linfocitos B humanos infectados a ratones inmunosprimidos.
(Gréomminger S. et al. 2012) (Bouvard V., et al 2009).

La evidencia in vivo en humanos, aunque de forma més circunstancial también es fuerte.
La deteccién de titulos elevados de anticuerpos contra el EBV, la deteccién del genoma
del EBV, asi como la expresion de proteinas virales detectadas en un amplio espectro de
neoplasias derivadas y no derivadas de Linfocitos B, que incluyen Carcinoma
Nasofaringeo anaplasico, Linfomas Hodgking, Enfermedades linfoproliferativas en
pacientes inmunocomprometidos, algunos Linfomas células NK/células T,
aproximadamente el 10% de los Carcinomas Gastricos y casi el 100% de los Linfoma de
Burkitt endémicos, soporta un el papel del EBV en la carcinogénesis (Gromminger S. et
al. 2012) (Bouvard V., et al 2009) (Klein G. 2010). Esta evidencia acumulada, llevo a
clasificar en 1997 al EBV como Carcinégeno Clase | por la Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer.

No obstante, aun el preciso mecanismo de accién oncogénica no es completamente
entendido y la relacion del Linfoma de Burkitt y el EBV es mucho mas compleja. Al

respecto los siguientes aspectos evidencian dicha complejidad:

- Ubicuidad del virus, con hasta un 90% de seropositividad en la poblacion mundial
adulta.

- Programa de Latencia expresado en células tumorales del Linfoma de Burkitt, el cual
es restringido a un grupo de proteinas que no conducen a la proliferacion celular o
inmortalizacion de células. Al contrario, presentan un programa de latencia | donde
hay cambio en la actividad del promotor Wp o Cp a un promotor Qp que conduce a la
expresion de solo EBNA-1 como antigeno nuclear viral. Adicionalmente, estas células
de Linfoma de Burkitt, crecen Unicas en suspensidn, con ausencia de marcadores de
activacion celular y moléculas de adhesion sobre la superficie y un con una alta
susceptibilidad a la inducciébn de apoptosis por condiciones desfavorables de
crecimiento o agentes toxicos; a diferencia de las celas B inmortalizadas, las cuales
crecian en grandes grupos, con expresion de productos génicos virales, altamente
resistentes y que imponente el fenotipo y las propiedades de crecimiento, descritas

como Latencia Il (Bornkamm. 2009). Sin embargo, cuando estas células de Linfoma
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de Burkitt crecen como lineas celulares obtenidas de biopsias, solo una minoria de
células mantienen su fenotipo in vivo. La mayoria, provenientes de pacientes con
Linfoma de Burkitt, inician la expresion del programa de Latencia Ill adoptando un
fenotipo de células inmortalizadas por EBV (Grémminger S. et al, 2012).

- Probablemente el EBV no se requiera para el desarrollo de LB, soportado por la
presencia de genoma viral en solo el 10-20% de Linfoma de Burkitt esporadico y el
40-50% del Linfoma de Burkitt asociado a VIH.

- Finalmente, dado que la translocacion del gen c-myc esta presente tanto en
pacientes con Linfoma de Burkitt positivos como negativos para EBV, pudiera ser

esta suficiente y el papel del virus en la etiologia del tumor menos importante.

Sin embargo, el cambio en el fenotipo celular, modificaciones en la interaccién con
estroma y células, modificaciones en la sensibilidad al estimulo de crecimiento y otros
nuevos aspectos, siguen emergiendo, indicando el papel critico del EBV en el desarrollo

del Linfoma de Burkitt esporéadico.

Un estudio prospectivo llevado a cabo en 1971, en Uganda por la Agencia Internacional
para el estudio del Cancer IARC conducido por Guy de Thé, reunié 42.000 muestras de
sangre de nifios menores de 8 afios seguidos periédicamente hasta por 8 afios. Cuarenta
nuevos casos de Linfoma de Burkitt fueron reconocidos y el estudio seroldgico mostro la
siguiente evidencia: la infeccion por EBV precede el inicio del Linfoma de Burkitt por
varios afios y por ende no se asocia a infeccién primaria; los pacientes con los titulos
mas altos de anticuerpos contra EBV fueron asociados a riesgo incrementado de
desarrollo de Linfoma de Burkitt (de Thé, 1978). Asi mismo, dos estudios de casos y
controles, conducidos por Carpenter y cols, (2008) y Mutalima y et al, 2008, demostraron
la relacién entre el incremento en los titulos de anticuerpos contra EBV-VCA y el

incremento en el riesgo de Linfoma de Burkitt endémico (Bouvard V., et al 2009).

Entre las hipétesis que sugieren la participacion del EBV en la carcinogénesis del
Linfoma de Burkitt, indican que la presencia de EBV durante la reaccién de centro
germinal incrementa la tasa de Hipermutacion Somatica por modulacion de la actividad
de la AICDA. Aunque no hay una evidencia directa de interferencia entre EBV y AICDA,
un aumento en la frecuencia de la Hipermutacion ha sido observada no solo en

individuos normales con presencia de genoma viral en comparaciéon con los controles
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negativos, sino también en células de Linfoma de Burkitt endémico en comparacion de

células de Linfoma Burkitt esporadicos.

Numerosos trabajos han sido desarrollados con el objetivo de identificar productos virales
del programa de expresion Latencia | que ofrezcan una ventaja de supervivencia a las
células del Linfoma de Burkitt, de los cuales hay evidencia experimental de potencial
antiapoptético los EBERs, EBNA 1 y recientemente varios micro-RNAs derivados de
BART. Al respecto, la proteina EBNA 1 Unico antigeno nuclear expresado en células de
Linfoma de Burkitt, fue propuesta con un potencial oncogén viral por su documentado
efecto antiapoptético a través de la proteina p53 y su unién a una proteasa especifica de
ubiquitina denominada HAUSP (Klein G. 2010.), asi como al nuevo papel descrito, en la
generacién de especies reactivas de oxigeno promoviendo a la inestabilidad gendmica,
por medio de la induccion transcripcional de la subunidad catalitica de la NADPH
oxidasa NOX2 . Sin embargo, previamente el grupo de Komano y cols, en 1998 en
lineas celulares Akata de Linfoma de Burkitt, analizaron el potencial oncogénico del EBV,
usando transfeccion de genes virales individuales a esta linea celular, concluyendo en
este modelo, que la expresién del gen EBNAL1 solo, no es suficiente para dar la
resistencia de las células al estimulo apoptético, la clonalidad en agar y tumorogenicidad
en ratones nude y plantearon que en esta funcién podria estar relacionados otros
productos virales como los EBERSs, aunque para este momento se desconocia alguna
funcidn relacionada con la carcinogénesis (Komano J. et al, 1998). Como se menciona
previamente, los EBERs, son dos RNAs pequefios no poliadenilados, EBER1 de 167
nucleodtidos y EBER2 de 172 los cuales son altamente expresados en todos los tumores
asociados a EBV y han sido considerados como candidatos de oncogenes virales
(Gromminger S. et al 2012).

Del mismo modo, hay un gran interés por los transcritos BARTs (BamHI-A rightward
transcripts) luego de ser reconocida la presencia de dos clister de micro-RNAs, uno
codifica para 8 micro-RNAs y un segundo que codifica para 13 micro-RNAs virales y un
micro-RNA adicional codificado corriente abajo por el cuarto intron del trascrito BART.
Otra unidad independiente de transcripcién es el BHFR1 que da lugar a 3 micro-RNAs.
Son expresados en células de linfoma de Burkitt con latencia restringida a Wp y en bajos
niveles son detectados en células de Linfoma de Burkitt con Latencia I. Hay numerosas
publicaciones sobre la funcién asignada a estos micro-RNAs en relacion a la regulacién

de genes virales y celulares, asi como la modulacion de la expresion de micro-RNAs
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celulares. Entre estos se resalta los blancos descritos de dos micro-RNAs derivados de
BART, el miR-BART2 cuyo blanco conocido es el gen BALF5 que codifica para la
polimerasa DNA viral y el miR-BART5 cuyo blanco conocido es PUMA (Bornkamm
G.W., 2009).

Por otro lado, emerge un segundo patrén de expresién viral llamado “Latencia
Restringida-Wp”, en modelos celulares mostro ofrecer una resistencia a la muerte
mucho mayor que cualquier linea celular de Linfoma de Burkitt con Latencia | (Kelly G. et
al, 2009). Este programa de expresion, fue descrito en el 2002 por Kelly G.L, y cols, en
cerca del 15% de biopsias de pacientes con Linfoma de Burkitt Endémico, sugiriendo que
incrementaba de forma marcada el potencial del EBV como cofactor para el desarrollo
del Linfoma de Burkitt.

Dichos casos, portaban de forma invariable el genoma viral con una delecién en la region
codificante de EBNA-2. Su programa de expresion se caracterizaba por usar el promotor
Wp, en lugar del promotor Qp para la expresién de EBNA-1, EBNA 3A, 3B, 3C, en
algunos casos EBNA-LP truncada, los EBERSs, asi como los transcritos de BARTS, estos
dos ultimos expresados en diferentes grados en todas las formas de latencia.
Adicionalmente, se identifico la expresion de un gen tardio del ciclo litico, el gen BHRF1
trascrito por splicing corriente abajo de EBNA2, cuya importancia radica en su homologia
con una de las proteinas claves de supervivencia celular, la proteina bcl-2. Esta proteina,
clasicamente conocida como un gen de ciclo litico, también parece ser expresada en
bajas cantidades, en estadios iniciales del programa de expresién de trasformacion de
crecimiento o Latencia lll, donde es usado el promotor Wp como lo describe Kelly y cols
en 2009 en todas las LCLs. Sugieren adicionalmente, que en el subgrupo de Linfoma de
Burkitt endémico con Latencia restringida-Wp, la presencia de un genoma viral con
delecion de EBNA-2 resulta en una alta actividad del promotor Wp y la expresion
constitutiva de BHRF1. Asi mismo, proponen que este gen puede ser el factor
complementario, que impulsa hacia la malignidad cuando la célula diana solo expresa
una desregulacion del oncogén c-myc, actuando en contra de la apoptosis (Kelly G. et
al., 2009)

Otro mecanismo que parece converger para la inhibicion de la apoptosis por este
programa de Latencia Restringido-Wp, es el propuesto por la participacion las proteinas

EBNA 3A y 3C involucradas en el silenciamiento epigenético de BIM, proteina
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proapoptdtica. Indicando, que las proteinas EBNA-3 podrian ser consideradas también
como oncogenes virales, con funcién anti-apoptética adicional. Por ahora, bajo un
modelo denominado “Hit and run”, el cual plantea que asi como el EBNA3 logra el
silenciamiento epigenético del promotor ¢ (Cp) que conlleva el cambio de latencia in vivo,
esta puede silenciar genes celulares que harian mas susceptible a la célula a la
carcinogénesis y en especial a la supervivencia, esto debido al hallazgo de metilacién
CpG del promotor del gen supresor tumoral Bim por EBNA-3A y EBNA 3B (Paschos K., y
cols, 2009). Sugiriendo que luego del “hit” considerado como la translocacién
cromosomica que lleva a la activacion del c-myc, no logra conducir vias de apoptosis por
la insensibilidad del promotor del Bim, posterior a su silenciamiento epigenético,
explicando la fuerte ventaja de supervivencia en células con esta nueva Latencia
(Gromminger S. et al, 2012).

Para finalizar, un modelo de Patogénesis del Linfoma de Burkitt descrito por Gromminger
y colaboradores, indica que luego de adquirir la translocacién del c-MYC se activa vias
tanto de proliferacion como apoptosis, pero que luego de una serie de eventos
secundarios este balance es conducido hacia la proliferaciéon no controlada. La activacién
de la enzima AICDA, es planteada por este grupo, participar tanto en eventos primarios
(translocacion cromosOmica) asi como de eventos secundarios (deleciones vy
mutaciones), teniendo lugar durante la reaccion del centro germinal. Por otro lado, varias
observaciones convergen en que la proteina BIM es un potencial e importante
participante en la Linfomagenesis de células B. Varios mecanismos pueden ser previstos
por EBV como un cofactor que no es mutuamente excluyente: contribucion de EBNAL,
EBERS y micro RNAs virales en la regulacién de apoptosis, silenciamiento epigenético

de promotores celulares y modulacién de la actividad de AICDA.
- Marcadores biolégicos de infecciéon por EBV.

Las diferentes metodologias descritas para la determinacién de infeccion por EBV deben
ser interpretadas conociendo tanto la biologia del agente como la respuesta inmune del
hospedero. En la figura 3 se muestra la curva serolégica tras la infeccion por EBV en un

hospedero inmunocompetente.
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Figura 3. Curva Seroldgica en infeccién por EBV.

Fuente: Tomado de Gulley ML, Tang W (2008).

Més del 90% de la poblacién mundial serd portadora del genoma del EBV, restringida a
una pequefia fraccion de linfocitos B. En estos portadores sanos, la carga viral ha sido
establecida en un promedio de 7 copias (rango 1 a 30 copias) de ADN viral por millén de
leucocitos detectando de esta forma material genético en cualquier tejido con presencia
de linfocitos B. Sin embargo, en liquidos corporales libres de células, cantidades de ADN
viral son insignificantes, sugiriendo que el EBV es detectable solo en asociacién con

infeccidn activa, reactivacion o patologias asociadas a EBV (Maurmann S. et al, 2003).

Teniendo en cuenta lo anterior, para lograr una interpretacion adecuada del EBV como
marcador de enfermedad, en este caso de Linfoma de Burkitt, se deberian hacer
aproximaciones cuantitativas del genoma viral y de forma importante, localizar material

genético o sus productos solo en células tumorales.

La deteccién de anticuerpos contra EBV en fluidos biolégicos fue una de las primeras
metodologias empleadas para el diagnéstico de infeccion por EBV. El primer ensayo
descrito fue el test de Paul-Bunnell con la deteccion de anticuerpos heterdfilos (IgM que
aglutinan cuando se mezclan con hematies de carnero o de caballo), desarrollada para el

diagnostico de la mononucleosis infecciosa. Metodologias mas recientes como
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inmunofluorescencia indirecta (IFI) o enzimoinmunoensayo ( ELISA) para la
determinacion de anticuerpos dirigidos contra proteinas recombinantes del EBV han sido
introducidos y se encuentras disponibles de forma comercial. Los parametros seroldgicos
incluyen la deteccién de IgG, IgM y ocasionalmente IgA, dirigidos contras EBNAs
(antigenos nucleares de Epstein-Barr), EA antigenos precoces, bien bajo el patrén de
expresion EA-R restringido o EA-D células difusa y contra VCAs (antigeno de capside).
Distintos patrones de respuesta humoral han sido relacionados a infeccién primaria,
portadores asintomaticos, reactivacion viral y algunas enfermedades asociadas con EBV,
como para el manejo de pacientes con Enfermedades Linfoproliferativas pos-trasplante y
Carcinoma Nasofaringeo, ya que sus niveles determinan la respuesta a la terapia. En
relacién al Linfoma de Burkitt y otras neoplasias, aunque han sido reportadas diferentes
caracteristicas de respuesta humoral, este no tiene un patrén especifico que pueda ser

usada como un marcador pronostico o diagndstico de la enfermedad (IARC, 2011).

En tejido tumorales, la presencia de EBV puede ser demostrada por pruebas
comercialmente disponibles, que constan de anticuerpos contra EBNAs (detectado por
Inmunoflueoresencia) y LMP-1 (por deteccién Inmunohistoquimica citoplasmética o de
membrana), la determinacién de EBERs por Hibridacién in situ y/o estudios moleculares

como Southern bloty PCR.

Las técnicas de Inmunohistoquimica, permite la localizacién de proteinas en el contexto
histopatologico, facilitando la evaluacion de su significancia en la enfermedad. La
localizacién se realiza en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina para
proteinas liticas y latentes que incluyen EBNA1, EBNA2, LMP1, LMP2, BHRF1, BZLF1 y
BMRF1. Su interpretacioén, incluye la definicion del programa de latencia expresado y la
localizacién en células de apariencia benigna o células malignas, complementando

técnicas mas complejas la hibridacién in situ.

El estudio inmunohistoquimica para LMP1 es tan informativa como la Hibridacion in situ
contra EBER en Linfomas de Hodgkin, definiendo la presencia de EBV en células
neoplasicas Reed-Sternberg. Sin embargo, en el Linfoma de Burkitt por su programa de
latencia, proteinas codificadas son difusas, focales, o completamente indetectables por
inmunohistoquimica (Gulley ML. et al, 2008). Por otro lado, EBNA-1, proteina expresada
virtualmente en todos los programas de latencia, la deteccién por inmunohistoquimica no

es lo suficientemente sensible para sustituir de forma fiable la metodologia de Hibridacién
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in situ para EBERs, ademdas otros problemas técnicos han sido descritos como la
reaccién cruzada del clon 2B4 con la proteina MAGEA4 (Melanoma-associated antigen
4) causando interpretaciones falsas positivas (Hennard C. et al 2006). Estas
inmunotinciones no son recomendadas para la deteccién de infeccion por EBV porque
factores técnicos y biol6gicos limitan su sensibilidad y en algunos casos su especificidad
(Gulley ML. et al, 2008), excepto las dos excepciones de inmunohistoquimica para LMP1
en Linfoma de Hodgkin clasico y BZLF1 o BMRF1, para la detecciéon de EBV en la
leucoplasia vellosa oral, la cual representa una infeccioén con actividad litica en las células

epiteliales.

La determinaciéon de EBER por hibridacion in situ es el actualmente la mejor técnica para
la deteccién y localizacién de infeccién latente por EBV en tejidos y muestras citoldgicas.
EBER1 y EBER2, son dos RNA no codificantes, altamente expresados en todas las
formas de latencia (alrededor de 1 millén de copias por célula con infeccion latente),
considerandose asi los mejores marcadores naturales de infeccion latente. (Gulley ML. et
al, 2008). Actualmente sistemas comerciales con diferentes sondas especificas para
EBER estan disponibles (ej. Ventana [Tucson, AZ], Leica [BAnnockburn, IL], Dako
[Glostrup, Denmark], Invitrogen [Carlsbad, CA], entre otras). La alta sensibilidad de este
método hace de esta una herramienta necesaria para la confirmacién de Linfoma de
Burkitt asociado a EBV.

En esta técnica, falsas interpretaciones pueden ocurrir como resultado de confusion con
infeccion latente en linfocitos de fondo y no células del linfoma, o por reactividad cruzada
con mucinas, levaduras o materiales vegetales. En ganglios linfaticos de pacientes con
mononucleosis infecciosa, un ndmero variable de linfocitos puede expresar EBER, en
contraste a Linfomas Hodgkin y Linfomas No Hodgkin linfocitos pequefios generalmente
no expresan EBER, mientras que las grandes células tumorales expresan de forma
uniforme EBER, no obstante los hallazgos clinicos y serolégicos son diagnésticos y

permiten la clara diferenciacion.

Por otro lado resultados falsos negativos pueden ocurrir por degradacion de RNA, por lo
tanto un control de preservacion adecuada de RNA y para del proceso de hibridacion, un
ensayo paralelo deberia ser realizado con sonda dirigidas a RNA celular ubicuo (Benders
A., et al 2010).
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Ensayos de PCR son usados para la identificacion del subtipo de EBV como para la
determinacion de la carga viral. Es una metodologia con alta sensibilidad y especificidad
la cual amplifica secuencias altamente conservadas y permite ser aplicada en tejidos ya
fijados en formol y embebidos en parafina, gracias a la disponibilidad de reactivos e
instrumentos que facilitan la extraccion de ADN y cuantificacion. Actualmente numerosas
publicaciones con diferentes blancos a amplificar han sido descritas, e igualmente se

encuentran comercialmente disponibles sondas y primer para estos ensayos.

La determinacion cuantitativa del ADN de EBV en plasmas por PCR en tiempo real,
permite diferenciar portadores sanos con baja carga viral, de pacientes con
enfermedades relacionadas quienes muestran niveles altos de ADN. Estos pacientes con
infeccion activa o neoplasias relacionadas a EBV muestran altos niveles de AND viral en
la fracciéon libre de células (plasma o suero), mientras que los portadores sanos, el
material genético viral se restringe al compartimiento intracelular de la sangre. La
determinacion de carga viral es particularmente relevante en pacientes
inmunocomprometidos con enfermedades linfoproliferativas para el seguimiento y ha sido
implementado también en pacientes con carcinoma nasofaringeo y pacientes con SIDA y
linfoma cerebral (Gulley ML., et al, 2008).

Nuevas perspectivas en la patogénesis.

Aungue la infeccion por EBV vy la translocacion del MYC han sido consideradas eventos
caracteristicos en la patogénesis del LB, ninguno ha sido suficiente para explicar el
comportamiento del tumor. Por lo tanto la busqueda de otros cambios genéticos
cooperantes con la alteracion del MYC en LB, en especial la forma de presentacién
“Esporadica”, fue objeto de estudios los cuales mediante el uso de herramientas de
biologia molecular como secuenciacion de nueva generacion, gendémica funcional y
estructural, asi como estudios de microarreglos de expresion concluyeron con la
identificacion de un catalogo de mutaciones somaticas y nuevas vias oncogénicas
involucradas en la patogénesis del LB. Entre estas, las mutaciones en los genes TCF3
(Transcription factor 3) y el gen ID3 (DNA-binding protein inhibitor) son algunos de los
hallazgos mas importantes y criticos para la proliferaciéon y sobrevida de las células
tumorales del LB. Estas mutaciones fueron identificadas en el 40% de LB Endémicos,

70% de LB Esporadicos y 67% de LB asociados a VIH, correspondiendo en el LB tipo
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esporadico el 58% a mutaciones del gen ID3, 11% a mutaciones del TCF3y en el 13% a
mutaciones de ambos genes (Richter, et al 2012) (Schmitz , et al 2012) (Campo E. 2012).

Estas mutaciones estan ausentes en Linfoma B difuso de célula grande (LBDCG),
sugiriendo que TCF-3/ID3 juega un rol definitivo en la patogénesis del LB y que en ciertos
casos, estas podrian ser usadas como herramienta para mejorar la precision diagnostica
(Schmitz R, 2014).

Es posible que diferentes mecanismos patogénicos existan entre los tres subtipos
clinicos. Estos nuevos hallazgos, dan lugar a una mejor definicion de las caracteristicas
genéticas de este tumor y ofreceran un mejor entendimiento de la carcinogénesis,
aspectos esenciales para la busqueda de nuevas estrategias diagnosticas y terapéutica,
necesarias en regiones donde esta entidad es endémica y en paises como el nuestro

donde su diagnostico es aun tardio.



4. Materiales y Méetodos

4.1 Tipo de Estudio

Observacional Descriptivo, cuya poblacion de estudio se recolecto de forma
retrospectiva.

4.2 Disefo

Serie de Casos.

4.3 Poblacion a estudio

Pacientes menores de 16 afios con diagndéstico de “Linfoma de Burkitt” o “Linfoma de alto
grado méas probable de tipo Burkitt” o “Leucemia Burkitt” que fueron estudiados en la
Fundacion Hospital de la Misericordia, en el periodo de 2003-2013 en el Departamento
de Patologia.

Criterios de exclusidn: Se excluiran del estudio casos diagnosticados como Linfoma de
alto grado mas probable de tipo Burkitt sin material histopatolégico disponible. Se
excluiran para la realizacion de microarreglos tisulares (TMA) y técnicas de
Inmunohistoquimica e Hibridacion in situ los casos que no dispongan de bloques de

parafina o el material sea insuficiente o de mala calidad.

4.4 Variables

Las variables a estudiar se describen en la tabla 4.
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Tabla 4
Definicién de Variables.

Nombre de la Definicién Tipo de Codificacion
variable operativa Variable
Edad Del paciente al Cuantitativa | Continua Afios.
momento del
diagnostico en
afios cumplidos.
Genero Genero del Cualitativa Nominal 1. Masculino 2. Femenino
paciente. dicotémica
Sitio Anatémico | Lugar anatémico Cualitativa Nominal 1. Extranodal.
de presentacion politdmica. 2. Nodal.
por compromiso 3. Ambos
de Linfoma de
Burkitt. Extranodal:
1. Cavidad oral;
2. Orbita;
3. Nasofaringe;
4. Hueso y tejidos blandos;
7. Cavidad Abdominal;
8.otros.
Nodal:
1.ganglios cervicales,
2.ganglios torécicos,
4. otros.
Diagndstico El generado en el | Cualitativa Nominal Linfoma de Burkitt;
Histopatoldgico reporte politdmica. Linfoma de alto grado
histopatolégico. mas probable de tipo Burkitt.
Leucemia Burkitt
Estadio Tumoral | Informacion Cualitativa Ordinal. 1. Estadio |
reportada en la 2. Estadio Il
historia clinica. 3. Estadio Il
4. Estadio IV.
Infiltracién a Informacion Cualitativa. Nominal 1. No
SNC y/o Medula | reportada en la politémica. 2. SNC.
Osea historia clinica. 3. MO
3. Sin informacidn.
Desenlace. Resultado o Cualitativa. Nominal 1. Remision.
evento ocurrido politémica. 2. Recaida.
durante el 3. En tratamiento.
seguimiento, 4. Muerte.
reportado en la 5. Sin informacion.
historia clinica.
Inmunofenotipo Marcadores Cualitativa Nominal CD20, CD10, Bcl2, Bcl6, TdT, Ki67,
determinados politdmica. CD3:
durante el 1. Positivo.
diagnostico, 2. Negativo.
reportada en 3. No serealiza.
informe de 4. No interpretable/equivoco.
patologia.
IgM e IgG para Reporte Cualitativa Nominal IgG neg IgM neg
EBV VCA. registrado en la politdmica. IgG pos IgM neg

Historia Clinica.

IgG pos IgM pos

Fuente: Elaboracion propia.
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4.5 Procedimiento

45.1 Fasel. ldentificacién de Casos

Se realiz6 una revisién exhaustiva de los archivos fisicos y electrénicos del Laboratorio
de Patologia de la Fundacion HOMI de la Misericordia en el periodo comprendido entre
enero del 2012 y noviembre del 2013. La buUsqueda de casos fue realizada de la

siguiente forma:

- Para los casos diagnosticados durante los afios 2003 al 2005 se realizé una
busqueda manual en los archivos fisicos de reporte de quirlrgicos, seleccionando
aqguellos casos en cuyo diagnéstico se incluia la palabra “Burkitt”:

- Entre los afios 2006 al 2013, se contaba con una base de datos en Excel, donde

se utilizé la palabra “Burkitt” como filtro.

Durante la primera bdsqueda se identificaron un total de 106 casos con la palabra
“Burkitt”. De estos, se filtraron los correspondientes a nuevos casos, encontrando un
total de 68 reportes cuyo diagnéstico incluyd la palabra “BURKITT” asi: Linfoma de
Burkitt” 6 “Linfoma de alto grado mas probable de tipo Burkitt” 6 “Leucemia Burkitt” 6
“Linfoma de célula B inclasificable, con caracteristicas intermedias entre el Linfoma B

Difuso de Célula Grande y Linfoma de Burkitt”.

Con un total de 68 posibles casos a estudio, se procedié a realizar la busqueda de
informacién clinica a través de la revision de historias clinicas electrénicas o de archivo
fisico, asi como la busqueda y recoleccién de material histopatolégico: laminas de H&E,

laminas de IHQ y bloques de parafina.

4.5.2 Fase ll. Recoleccién de datos e Instrumento para la recoleccion

La informacion de cada variable a analizar (Tabla 4) se recolecté utilizando como

instrumento un formulario disefiado en la “google forms”, Ver Anexo 1.

https://docs.google.com/forms/d/1w8P1Jcpf5 XTYrnQjuJiVKOpVOQMzfeLmUmOk5¢cS6SP6

o/viewform.
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45.3 Fase lll. Evaluacion y Seleccion de material.

Se revisaron las laminas de H&E y de IHQ disponibles, confirmando o reevaluando la
informacién correspondiente a morfologia y expresion de marcadores de IHQ.
- Morfologia: patron de crecimiento, aspecto en cielo estrellado, tamafio nuclear,
pleomorfismo, cantidad de citoplasma, forma del nicleo y presencia de nucléolos
- Inmunofenotipo
Un total de 158 bloques y mas de 100 ldminas histologicas fueron recuperadas y
analizadas, de los cuales se seleccionaron 83 bloques para la construccién de

microarreglos y estudios de Inmunohistoquimica e Hibridacion in situ.

45.4 Fase V. Construccion de Microarreglos de Tejido

El microarreglo tisular es una coleccion ordenada de pequefios cilindros de tejido
dispuestos en un solo bloque de parafina, del cual se pueden obtener multiples cortes
para el montaje y evaluacibn no so6lo histolégica sino de otras técnicas como
inmunohistoquimica e hibridacién “in situ”, entre otras. Es una metodologia sencilla que
puede ser ejecutada facilmente en un laboratorio de patologia, con ventajas costo-

efectivas.

= El primer paso para la construccion de un TMA fue la revision de las ldminas de H&E
con el fin de detectar la presencia de regiones representativas de Linfoma de Burkitt.
El 4rea seleccionada fue demarcada en la lamina correspondiente, evitando tejidos
hemorragicos y necréticos. Se buscaron entonces los blogques de parafina
correspondientes para sacar los cilindros, cuyo nimero se definié segun la calidad y
cantidad de material disponible.

» Una vez seleccionadas las areas de interés, se procedi6é a extraer cilindros de tejido
de los bloques de parafina de forma manual, usando para ello sacabocados o “punch”
con diametros entre 4-5mm.

» Se disefiaron mapas en Excel con la disposicion del microarreglo, incluyendo casos a
estudio y cilindros de tejidos normales que fueron usados como controles negativos
(rifdn); esto también para lograr una orientacién de la seccion al momento de

examinar en el microscopio.
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= Se llevé a cabo la inclusion de casos a estudio y controles negativos, siguiendo
mapas generados previamente y evitando la perdida de cilindros, intentando
mantener una profundidad relativamente uniforme durante la inclusion. Esto se

realizé en la central de inclusién de la Fundacion Santa fe de Bogota.

TMA para Hibridacién: Un total de 9 TMA fueron construidos a partir de tejido fijado y
parafinizadado de 45 pacientes. El nimero de casos en cada bloque de TMA vario entre
7 y 17 (sin incluir cilindros de controles), con mas de 50% de los casos en duplicado,
segun el tejido disponible. Los TMA 1-6, contaron con tres controles negativos, el TMA 1
fue organizado en 5 columnas y 4 filas con cilindros de 4 mm. Los TMA 1-8 se disefiaron
con 4 columnas y 3 filas a partir de cilindros de 5 mm y el TMA 9 con 3 columnas y 3
filas, con 2 controles negativos. Los udltimos tres TMA (TMA 7, 8, 9) fueron construidos
como repeticién de algunas muestras de las que no se obtuvo resultado o fue dudoso.

El corte de los TMA fue realizado a 3 micras en laminas cargadas. Un total de 4 laminas
por TMA, una de ellas para tincién de H&E, una para ensayo de ISH (EBER) y otra para

FISH (c-Myc), dejando una reserva en caso de necesitar repeticiones.

TMA para Inmunohistoquimica: Se usaron los TMA construidos para complementar
IHQ y se construyeron 3 TMA (TMA IHQ-A, TMA IHQ-B y TMA CD10) con material de
casos cuyo inmunofenotipo por IHQ no se habia realizado o no estaba disponible. El
TMA IHQ-A conformado por 4 columnas y 3 filas, contaba con 3 controles negativos y el
TMA IHQ-B, conformado por 4 columnas y 3 filas, incluia un control negativo. Se
analizaron 13 casos con material disponible para realizar estudios de IHQ. EIl corte de
estos TMA fue realizado a 3 micras en laminas cargadas. Un total de 5 laminas por TMA,
todos para realizar marcadores de IHQ. Ver Anexo B. Mapa de Microarreglos

Tisulares.

455 FaseV.Inmunohistoquimica

Se revisaron las laminas de IHQ disponibles, confirmando o reevaluando la informacién
correspondiente a expresion de marcadores de IHQ y su resultado fue registrado en el

formulario disefiado.
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Una fase de validacion de perfil de inmunohistoquimica fue realizada en casos con el
material disponible. Un total de 14 casos no contaban con marcadores de IHQ, de estos
1 caso fue analizado por citometria de flujo por el grupo de Hematopatologia de la
Fundacion Santa fe de Bogota, siendo concordante con el diagnostico de Leucemia
Burkitt. De los 13 casos restantes, solo 7 casos contaban con material (blogques de
parafina) para realizar estudios de IHQ, los cuales fueron usados para el disefio de los
bloques de TMA IHQ-A y TMA IHQ-B y TMA CD10. Adicionalmente se incluyeron en
estos dos TMA, seis casos cuyas laminas de IHQ no se encontraron en el archivo y su

evaluacion era indispensable.

4.5.6 Fase VI. Hibridacion in situ fluoresencente (FISH) para el gen MYC

Los bloques de TMA fueron evaluados para la translocacién del gen MYC usando la
sonda comercial Vysis dual-color FISH break-apart probe (Abbott Molecular). Una
mezcla de dos sondas que hibridan en sitios opuestos del gen MYC
(theSpectrumOrange™ labeled 5' que se extiende a través del centrémero y
theSpectrumGreen™ labeled 3' la cual se extiende a través del telomero). Dicha sonda
se une a corriente arriba y corriente abajo a partir de los 3 exones que origina el gene,
guedando unida la sonda verde a un segmento de 407 kb hacia la region telomérica, y la
roja sobre un segmento de 277kb hacia la regiéon centromérica. Este set de sondas
puede detectar reordenamientos que involucran el gen c-MYC en el cromosoma 8qg24,
detectando las translocaciones t(8;14)(q24;932), 1(8;22)(q24;q11) y t(2;8)(p11;q24).

El procedimiento se llevé a cabo usando el protocolo descrito en el Kit Pathvision que
incluye Desparafinizacion, Pre-tratamiento, Digestion, Fijacion, Desnaturalizacion,
Hibridaciéon, Post-hibridacion y Contraste, asi: Las laminas de tejido fijado en formol y
embebido en parafina son Desparafinizadas mediante el uso de xilol y alcohol para
luego ser llevadas a un proceso de Pre-tratamiento, donde pasan por HCL 0,2N por 20
minutos, Wash buffer (2XSSC) por 3 minutos 1-2 veces y solucion de pretratamiento a
80°C durante 30minutos, con pasos intermedios en agua destilada y solucién de lavado.
Luego, se lleva a cabo una Digestién con Pepsina a 37°C durante 10 a 30 minutos, con

posteriores lavados en solucion de lavado y agua. Este proceso de digestion se extendio
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a 50 minutos para lograr la penetracién éptima de la sonda, luego de no lograr sefial en
algunos casos. Las laminas son secadas en plancha a 45-50°C para seguir con el paso
de Fijacién. En este paso de fijacién las laminas se sumergen en formalina/PBS al 10%
durante 10 minutos con posteriores lavados y secado al calor. A continuacién, las
laminas son sumergidas en solucion de Desnaturalizacion precalentada a 72°C de 5-
8minutos para luego ser deshidratadas con alcoholes ascendentes hasta 100%.
Finalmente, la Hibridacién es llevada a cabo siguiendo las especificaciones de la casa
comercial para la preparacion de la sonda. Unos pasos post- hibridacion son
necesarios antes de su evaluacién (buffer post-hibridaciéon a temperatura ambiente y/o
72°C). Se adiciona DAPI como contraste y se almacenaran en la oscuridad durante al

menos 30 minutos antes de ser leidas.

La lectura se llevé a cabo en un microscopio de fluorescencia con filtros apropiados,
comparando las sefales visibles en el filtro triple, verde y rojo (ver grafica). Esperando
observar en células con reordenamientos que involucran el gen MYC en el cromosoma
8924 (Deteccion de Deteccidn: t(2;8), t(8;22) o t(8;14), una sefial de fusién amarilla (roja-
verde), una roja y una verde (1A1R1V) o una sefial de fusion amarilla y una verde
(1A1V). Por el contrario en células normales deben ser identificadas dos sefiales de
fusidn amarillas (2A) deben ser identificadas. Se consideré como punto de corte (cutoff)
porcentajes validados y usados en estudios previos Positividad para reordenamientos
del gen MYC Mayor del 5% (Johnson N. et al, 2009) en un recuento de al menos 100
células. Se tomo registro fotogréafico de todas las muestras para corroborar el conteo y

las laminas se conservaron a -20°C.
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Chromosome 8

LSP MYC 5' CytoOrange™ FISH Probe

Break-apart probes

Metaphase Interphase
chromosomes* cells
The red and green probes each bind to
sequences upstream and downstream of
the loci of interest. FISH analysis of
PR normal interphase nuclei shows two
yellow (red/green) signals

Normal

Abnormal

In a neoplastic cell carrying a reciprocal
translocation, one of the yellow
(red/green) signals splits resulting in
separated red and green signals, in
addition to the yellow (red/green) signal
from the normal chromosome

Figura 4. Sonda Break apart. Representacion esquematica de las caracteristicas de la
sonda Break apart.

Fuente: Tomado de Ventura et al, J Mol Diagn (2006).

4.5.7 Fase VII. Hibridacién in situ (ISH) para identificacién de EBER

Los bloques de TMA 1-9, fueron evaluados para la expresiéon de EBER (Epstein-Barr
virus—encode small RNA) mediante metodologia de hibridacion in situ, usando una sonda
DNP (EBER 1 DNP Probe, Ventana), disefiada con una secuencia de oligonucle6tido
conjugada con 2,4 dinitrofenil. Dicha secuencia de oligonucle6tido es complementaria al
RNA no codificante, EBER 1 (Epstein-Barr virus—Encode RNA 1). El procedimiento se
realizé siguiendo las especificaciones de manufactura e implementando un protocolo

estandarizado por el Laboratorio de Patologia de la Fundacién Santa fe de Bogot4,
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mediante la utilizacion del equipo BenchMark GX de la compafiia Ventana Medical

System que permite la automatizacién del proceso.

Las laminas cargadas son secadas en horno antes de ser ingresadas al equipo
BenchMark GX. De forma breve, los pasos que se llevan a cabo de forma automatizada

incluyen:

= Desparafinizacion y Rehidratacion.

= Pretratamiento: Es llevado a cabo mediante una digestiéon con Proteasa 3 (Ventana),
esto permite el desenmascaramiento y la recuperacion de antigenos.

= Hibridacién: Aproximadamente 100ml de la sonda DNP EBER 1 (Ventana) se aplican
a cada lamina para ser hibridadas a 47°C. Esto es seguido por lavados consecutivos.

= Deteccion: La deteccion se realiz6 usando el Kit de deteccion (Ventana Medical
Systems Blue plus Detection Kit). Este kit consiste de un Anticuerpo primario
(conejo), Anti-DNP, el cual detecta las sondas marcadas con DNP y que fueron
completarias a las secuencias blanco. Esto es seguido por una reaccion de
amplificacion (anticuerpo de ratén y conejo) y la unién de un Ac secundario biotinilado
(Anti 1gG de raton). Un sistema de Biotina y Estreptavidina conjugada con fosfatasa
alcalina es empleado para la deteccion. La fosfatasa alcalina es utilizada como
enzima cromogénica (sustrato BCIP/NBT), la cual genera un intenso color azul al
reaccionar con el sitio blanco. Las laminas son contratefiidas por 4 minutos usando
Ventana Medical Systems Red Stain Il. Una vez la tincion es completada, las laminas

son removidas del XT.

Las células que hibridan con la sonda son reconocidas por la tincion en forma de un
punteado grueso en el nucleo de un color negro azulado. Considerando POSITIVIDAD
con al menos una célula tumoral inequivoca. Falsos positivos: reactividad cruzada
con mucinas, levaduras o materiales vegetales, linfocitos NO tumorales. Falsos
Negativos: degradacién RNA (Gulley, M. L et al. 2002) (C.H. Dunphy, 2010)

Se usaron controles positivos incluidos en el protocolo del Laboratorio FSB y como

control negativo tejido renal incluidos en TMA.



Capitulo 4 53

4.6 Analisis Estadistico

Se realizarda una descripcion estadistica (frecuencias, media, mediana y rango) de las
diferentes variables demograficas y clinicas méas relevantes para el conocimiento de la
poblacion. Luego de ello, se efectuaran analisis bi-variados a través de pruebas de
asociacion entre las variables demograficas, clinicas y patolégicas junto con las variables
a determinar (expresiéon de EBER vy translocacion del gen c-myc). Para esto, se
emplearan las pruebas de significancia estadistica Chi-cuadrado de Pearson en variables

cualitativas y Test Wilcoxon en variables cuantitativas dependiendo de su distribucion.

4.7 Posibles dificultades y fuentes de error.

La carencia de informacién en la Historia Clinica, puede limitar el analisis estadistico de
ciertas variables. Adicionalmente el que el material se insuficiente, de mala calidad o no

disponible para la realizacion de todas las técnicas y analisis de biologia molecular.
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Figura 5. Flujograma de trabajo.

Fuente: Elaboracién propia
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5. Cronograma de Actividades

Tabla 5
Cronograma de actividades.

\\[o} 2012 |2012 |2013 |2013 |2014 [2014 |2015 |2016
HE
T

Recoleccion de X X
Informacion Clinicay
Patolégica.

Disefio y construccion de X X
Microarreglos de tejido.

Montaje y evaluacion de X X
pruebas de hibridacién in
situ (EBER y MYC) e IHQ

Andlisis de Resultados X
Entrega de Documento X

Fuente: Elaboracion propia.
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6. Consideraciones éticas

La ejecucién del presente trabajo se acogié a la reglamentacion planteada en la
Resolucion No. 008430 de 1993 (4 de octubre de 1993) del Ministerio de Salud de
Colombia, que establece las normas académicas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud, asi como a las recomendaciones para investigacion biomédica de

la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Este estudio es clasificado como Investigacién sin riesgo debido al disefio retrospectivo,
en el cual no se realizé ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables
bioldgicas, fisioldgicas, sicologicas o sociales de los pacientes a los cuales se les estudio
el material patolégico obtenido de sus lesiones. (Titulo Il Capitulo I, Resolucion No.
008430 de 1993)

En este estudio prevalece el criterio de respeto a la dignidad y la proteccion de la
privacidad del paciente (articulo 5 y 8). No se disefi6, ni aplicO un consentimiento
informado, al ser este un estudio de tipo retrospectivo, cuya informacién se obtuvo
mediante la revision de historias clinicas e informes de patologia. Los resultados seran
publicados en revistas de indole académica y cientifica, preservando la exactitud de los

mismos y haciendo referencia a datos globales y no a pacientes particulares.

Este estudio fue presentado para su aprobacién por parte del Comité de Etica tanto de la
Fundacion HOMI Hospital La Misericordia como de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, cumpliendo con los parametros sefialados para su

aprobacion.
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7. Resultados

Un total de 66 pacientes con diagndstico de Linfoma de Burkitt (51 pacientes), Leucemia
Burkitt (1 paciente) y Linfoma de alto grado mas probable de tipo Burkitt (14 pacientes)
fueron identificados. En este Ultimo grupo se excluyeron 8 casos cuyo diagndstico no
podia ser confirmado al no contar con material histopatolégico que permitiera la
evaluacién y/o realizacion de estudios complementarios. En la tabla 1 se presenta la

distribucién de los diagnésticos histopatolégicos en la poblacion estudiada.

Tabla 6
Diagndstico Histopatoldgico de casos incluidos en el estudio.

Diagnéstico Histopatolégico

Linfoma B tipo Burkitt. 51 (87,9%)
Linfoma de alto grado mas probable de tipo Burkitt* 6 (10,3%)
Leucemia Burkitt 1 (1,7%)

Fuente: Elaboracion propia. * 8 casos excluidos.
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71 Caracteristicas Clinicas

Se observd un predominio de casos del genero masculino con una relacion de 2,6:1
(42M:16F), 72,4% hombres y 27,6% mujeres. El rango de edad de presentacién abarco
desde 1 hasta 15 afios, con una media de 6,3 afios y desviacion estandar de 3,7 afos. El
80,4% de los casos eran menores de 10 afios (50% entre 1 a 5 afios; 30,4% entre 6-10
afios y 19,6% entre 11-15 afos. Ver grafica 1). En dos casos la edad no fue reportada y
no se disponia de historia clinica. Entre los géneros no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en relacion a la edad de presentacién con una mediana de
edad en el genero masculino de 5 afios y en el genero femenino de 6,5 afios (p=0.81

Wilcoxon Rank sum test).

B. Genero y Edad

16
14 -
A. Distribucién segin grupos de edad 12 -

30
10 ~

25
8 -

20
15 Onifias 6 -
10 M nifios 4 -
5 2

0 0

1-5 afios 6-10 afios 11-15 afios Femenino Masculino

Grafica 1. Caracteristicas demograficas. A, Distribcion seguin grupos de edad. B, Genero y
edad.

Fuente: Elaboracion propia.

La distribucion de nuevos casos en el tiempo, mostro picos de mayor incidencia para el

afio 2009 y 2012, conservando en su mayoria una mayor proporcién de casos del genero
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masculino, excepto por el afio 2011 y 2003 con una relacion masculino/femenino de 0,4:1

y 0,6:1 respectivamente. (Ver grafica 2)

Solo en 44 (86,2%) casos la historia clinica estuvo disponible, observando las siguientes

caracteristicas clinicas.

Distribucion de nuevos casos

9

8

7

6

§ 5

S 4

3

2

1
0 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
——Masculino| 2 5 4 3 2 3 6 5 2 4 6
——Femenino 3 1 1 1 0 0 1 0 5 4 0
TOTAL 7 6 5 4 2 3 7 5 7 8 6

Grafica 2. Distribucion de nuevos casos diagnosticados entre 2003-2013 en el Hospital
HOMI.

Fuente: Elaboracion propia.

Localizacion.

El 87,9% de los casos se presentaron con compromiso extranodal (51/58 pacientes),
mientras que el compromiso nodal fue observado en el 8,6% de los casos (5/58
pacientes). Sin diferencias estadisticamente significativas entre géneros y presentaciones
nodales o extranodales (Extranodal: 74,5%M vs 25,5%F y Nodal: 40%M vs 60%F; chi2

p>0,05). En 2 casos (3,4%) la presentacién fue tanto nodal como extranodal. La edad en
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los casos de presentacion nodal fue mayor a diferencia de las otras localizaciones (Nodal:
mediana 11 afios; Extranodal: mediana 4 afios y Nodal/extranodal: mediana 9,5 afios. Ver
grafica 3). Entre las localizaciones extranodales, destacan como sitio de afectacion la
cavidad abdominal con un 94,4% de casos (50/53), seguido de nasofaringe con 3,8%
(2/53) y Orofaringe con 1,9% (1/53).

Al analizar los casos que comprometieron la cavidad abdominal (50 casos) se identificaron
41 casos (77,4%) limitados a cavidad abdominal, pero en 5 casos (9,4%) se observo
compromiso asociado de cavidad oral, en 1 caso (1,9%) de cavidad abdominal y orbita,
asi como 1 caso en cavidad abdominal y nasofaringe, 1 en cavidad abdominal y huesos
largos y 1 caso con presentacion en cavidad abdominal, orbita y cavidad oral

correspondiendo al 1,9% cada uno. (Ver gréfica 5).

16 7 Localizacién y Edad

14 A X

10 1

Nodal Extranodal Nodal y
Extranodal

Gréfica 3. Localizacion tumoral y Edad de presentacion.

Fuente: Elaboracion propia.

En cavidad abdominal predomind el compromiso de la regién ileocecal, con un 44%
(22/50), seguidos por Abdomen sin localizacién especificada (NOS) y Abdomen masivo,
con 24% (12/50) y 18% (9/51) respectivamente. En los 9 casos registrados como

“Abdomen Masivo” existian grandes masas o el compromiso de mdltiples 6rganos
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incluyendo: Rifiones, Estémago, Higado, Epiplon, Yeyuno y Duodeno, entre otros. Otras
localizaciones encontradas fueron el estbmago, mesenterio, renal bilateral y compromiso

Intrarraquideo- extradular.

Respecto al compromiso en cavidad oral (6 casos), asi como 6rbita (2 casos) estos son
considerados inusuales para la forma de Linfomas de Burkitt esporadico y correspondieron
al 13% del total de formas extranodal (Gréafica 4B); comprometieron hueso maxilar, hueso
mandibular, fosa pterigomaxilar, hueso malar y piso de orbita. En la grafica 4 se
representan la distribucion del sitio anatomica (Grafica 4A) y localizacion extranodal
(Grafica 4B y 5). El compromiso designado como orofaringe en un caso correspondia a

infiltracién de amigdalas palatinas.

Entre los pacientes con enfermedad Nodal, 5/7 (71,4%) casos tenian adenopatias

cervicales.

Uno de los pacientes que cursé con una enfermedad agresiva y muerte fue llevado a
autopsia clinica, encontrando compromiso extenso del Linfoma de Burkitt infiltrando
masivamente pancreas, higado, riflones, bazo, cadenas ganglionares, pulmén, estbmago,

pleura, timo, tejidos blandos, medula ésea y SNC.

Antecedentes.

Identificamos como antecedente de mayor frecuencia la presencia de algun tipo de cancer
familiar correspondiendo a 14/44 casos (31.8%), de los cuales el 76,5% se trataron de
familiares de primer y segundo grado. Otros antecedentes aislados reportados fueron
rifidnes poliquisticos, hidronefrosis y transposicion de grandes vasos. En ningln caso se
encontré6 antecedente de inmunodeficiencias adquiridas o congénitas, excluyendo la
posibilidad de incluir en el estudio casos de Linfoma de Burkitt asociado a

inmunodeficiencias.
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Linfoma de Burkitt

A. Sitio anatomico

3%

& Nodal
i Extranodal

“ Ambos

B. Presentacion extranodal y compromiso
de huesos faciales

W maxilares/érbita

Wusual

Gréfica 4. Caracteristicas clinicas. A. Distribucion del sitio anatomico de presentacion. B,
Presentacion extranodal y compromiso de huesos faciales.

Fuente: Elaboracion propia.

C. Localizacion extranodal

B solo Cavidad abdominal My cavidad oral ¥y 6rbita My nasofaringe ®ytibia ¥y érbita + cavidad oral

Orofaringe

Nasofaringe

Cavidad Abdominal

Grafica 5. Caracteristicas clinicas. Localizacién extranodal.

Fuente: Elaboracion propia.
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Infiltracion.

En 44 pacientes se obtuvo informacion sobre la presencia o no de infiltraciéon a Médula
Osea y/o SNC, encontrando que el 81,8% (36/44) de los casos no presentaron infiltracion
durante el estudio de estatificacion. En el 11,4% (5/44) de los casos se encontrd
infiltracién tanto a SNC como a MO, en el 4,5% (2/44) infiltracibn a MO y el 2,3% (1/44)
infiltracién solo a SNC. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

el género y la infiltracién (test exacto de Fisher p= 0,25)

Estadio.

En su mayoria los pacientes se presentaron en estadios avanzados (estadios Il y IV de St
Jude/Murphy) con un total de 33 pacientes que correspondieron al 72,7%, de los cuales el
54,5% se encontraron en Estadio Il y el 18,2% en estadio IV. En los estadios tempranos
(I'y I de St Jude/Murphy) un total de 12 casos fueron identificados (27,3%), 9,1% en
Estadio | y 18,2% en Estadio Il. Sin encontrar diferencias entre sitios anatémicos de
presentacion y estadios (I/1l: 82% extranodales y 1lI/IV 91% extranodales; p =0,3) (Ver
gréfica 6). Edades mayores se encontraron entre estadios avanzados (mediana: 4 afios
I/ll vs 6 afios IlI/IV; Rank sum test p=0,89) aunque sin significancia estadistica en parte a

la pequefia muestra representada.

Estadio St Jude/Murphy
30
25
20
2]
2
s 15
=
10
5 .
0 J—.
Estadio I Estadio II Esatadio III Estadio IV

Gréafica 6. Andlisis de Estadio Tumoral.

Fuente: Elaboracién propia.
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Serologia EBV.

Solo a partir de del 2008 se observé la inclusion del estudio serolégico para EBV entre la
poblacion estudiada, con un total de 18 resultados. La prueba realizada en todos los casos
correspondié a un ELISA IgG e IgM contra antigeno de la capside (VCA). 15/18 casos que
correspondian al 83,3% mostraron IgG positiva e IgM negativa cuyo perfil serolégico
podria indicar infeccion primaria en fase tardia infeccion pasada o reactivacion; seguido en
frecuencia por un perfil IgG e IgM negativos en 2/18 (11,1%). Un solo caso (5,6%) tuvo
tanto IgG como IgM positiva, lo que puede significar una infeccion primaria en fase aguda
o infeccion pasada con IgM persistente. Uno de los dos casos con ELISA negativo tanto
para 1IgG como IgM correspondia a una paciente femenina de 14 afios con LB de
presentacién nodal, estadio | y con remision de la enfermedad. El segundo caso
correspondia a un paciente masculino de 2 afios con LB de presentacion extranodal en

region ileocecal, estadio Il y de igual forma en remision de la enfermedad.

Aungue con una muestra de pacientes pequefia (n=16), la edad media entre los casos con

serologias reactivas (IgG anti-VCA EBV positiva) fue de 6,3 afios + 3,8afios.

Seguimiento y Desenlaces.

La mayoria de los pacientes fueron seguidos durante un afio o menos, algunos
posiblemente por continuar su manejo en otras instituciones, pérdida de informacion o
pacientes que se encontraban en su primer afio de seguimiento al momento de recolectar
la informacion. Con un seguimiento entre 1 a 10 afios (3,7 afios), distribuidos asi: el 31,8%
(14/44) contaban con un seguimiento de 1 afio o menos, el 50% (22/44) con seguimiento
entre 2 y 5 afios y el 18,2% (8/44) con mas de 5 afios. Durante el seguimiento 29/44
pacientes cursaron con remision de la enfermedad (66,7%) y 6/45 pacientes (13,3%) se
encontraban en tratamiento (Ver gréfica 7). Como desenlaces desfavorables considerados
Muerte y Recaida (20,5%), observamos que 7/44 pacientes murieron a causa de
complicaciones asociadas la enfermedad y del tratamiento con sepsis secundaria (15,9%)
2 pacientes (4,5%) presentaron recaidas. Todos los casos cuyo desenlace se consideré
adverso ocurrieron durante el primer afio (chi2 p<0.001) y el 88,9% ocurrieron en el

genero masculino (Test exacto de Fisher p<0.01). La ausencia de infiltracion se relacion6
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de forma significativa con el evento de remision (chi2 p<0.01), con 100% de desenlaces
adversos en pacientes con estadios avanzados (llI-1V) y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la presentacién nodal o extranodal y el desenlace
(chi2 p=0,3).

Desenlace

B Muerte BRecaida P Remision B Tratamiento

66%

Grafica 7. Analisis de Desenlace en casos estudiados.

Fuente: Elaboracion propia.

Las muertes ocurrieron en los afios 2004 y 2009 y las causas fueron relacionadas con
progresion de la enfermedad y con procesos infecciosos secundarios a la terapia. Se
observaron ademas casos con morbilidades asociadas a la enfermedad o al tratamiento,
como ACV, Epilepsia focal secundaria, Xifosis y ceguera secundaria a compromiso de
nervio optico y pacientes con eventos probablemente no relacionados como un caso de

teratoma maduro testicular.

Tratamiento.

Entre los pacientes evaluados se identificaron varios protocolos de tratamiento, de los
cuales el mas frecuente correspondié al protocolo LNHB 89-96 (Sociedad Francesa de

Oncologia Pediatrica: 21/43 pacientes) con un 48,8% de casos. Entre otros esquemas se
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encontr6 COMP (ciclofosfamida, vincristina, metrotexate y prednisolona; 12 pacientes,
27,9%); COPADM (vincristina, prednisolona, metrotexate, acido folinico, ciclofosfamida,
doxorubicina, intratecal: metrotexate e hidrocortisona.: 2 pacientes, 4,7%); LNH-BFM 90 o
LNH-BFM  90/95 (Grupo Berlin-Frankfurt-Muster: 6 pacientes, 14%); Otras
poliquimioterapias (2 pacientes, 4,7%). Los 2 pacientes con recaida requirieron terapia de
rescate con R-ICE y uno de ellos Trasplante autélogo de MO. En 5 pacientes se asocio el

manejo con radioterapia holoencefalica y/o raquis.

Regiones geograficas.

Se obtuvo representaciéon de pacientes procedentes de las cinco regiones del pais. Con
un total de 50 casos con datos registrados se identificé que el 70% (36/50) correspondian
a la region Andina, 14% (7/50) region del Pacifico, 12% (6/50) region de la Orinoquia y 2%

(1/50) tanto para la region de la Amazonia como la regién Caribe.

Tabla 7

Caracteristicas Clinicopatolégicas de la Poblacion estudiada.

Genero n=58
Masculino 42 (72.4%)
Femenino 16 (27.6%)

Edad n=57
Rango 2-15 afios
Media 6,3 afios + 3,7afos.

Regién de residencia o procedencia n=50
Regién Amazonia 1 (2,0%)
Region Andina 36 (70,0%)
Regidén Caribe 1 (2,0%)
Region Orinoquia 6 (12%)
Regidén Pacifico 7 (14,0%)

Sitio anatémico n=58
Nodal 5 (8,6%)
Extranodal 51 (87,9%)
Ambos 2 (3,4%)

Localizacion extranodal n=53
Cavidad abdominal 41 (77,4%)

Cavidad abdominal y cavidad oral 5 (9,4%)
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Nasofaringe 2 (3,8%)

Cavidad abdominal y nasofaringe 1(1,9%)

Cavidad abdominal, orbitay cavidad oral 1(1,9%)

Region ileocecal 22 (44%)

NOS 12 (24%)

Otros 3 (10%)

Ganglios cervicales 5 (71,4%)

Estadio clinico n=44

I 8 (18,2%)

Y 8 (18,2%)

COMP 12 (27,9%)

BFM 90 0 95 6 (14%)

COPADM 2 (4,7%)

Medula 6seay SNC 5 (11,4%)

[%)]
pd
O

1 (2,3%)

m
vy]
<
>
11
a1
=

IgG pos IgM neg 15 (25,9%)

IgG pos IgM pos 1(1,7%)

Menor o igual a1l 14 (31,8%)

Mayor de 5 8 (18.2%)

Muerte 7 (15,9%)




68 Linforma de Burkitt

Recaida 2 (4,5%)
Remision 29 (65,9%)
Tratamiento 6 (13,6%)
ANTECEDENTES n=44
Algun familiar Ca 14 (31,8%)
No Céancer familiar 30 (66,2%)

Fuente: Elaboracion propia. COMP (ciclofosfamida, vincristina, metrotexate y prednisolona) COPADM
(vincristina, prednisolona, metrotexate, acido folinico, ciclofosfamida, doxorubicina, intratecal: metrotexate e
hidrocortisona) LNH-BFM: Linfoma No Hodgkin- Berlin-Frankfurt-Muster: SNC, sistema nervioso central. NOS,
no especificado.

72 Caracteristicas Morfolégicas e Inmunofenotipo

Morfologia

Se evalu6é el patron de crecimiento, aspecto de cielo estrellado, tamafio nuclear,
pleomorfismo, cantidad de citoplasma, forma del nlcleo y presencia de nucléolos. En
todos los casos se observo una infiltracion tumoral difusa con presencia de cielo estrellado
por numerosas figuras mitéticas y cuerpos apoptoticos. Exceptuando dos casos, la células
tumorales eran monétonas, de tamafio mediano con presencia de nucleo redondo,
multiples nucléolos y citoplasma escaso. En la figura 6, se presenta un caso
representativo que muestra las caracteristicas morfolégicas tipicas descritas.

Los dos casos restantes, uno exhibia un patréon de infiltracién difuso no monétono,
conformado por células grandes a intermedias, con nucleos irregulares con marcada
variaciéon en forma y tamafio, cromatina vesiculosa y citoplasma eosindfilo, hallazgos
morfolégicos no concordantes con el diagnostico de LB. El otro caso, mostraba un patrén
de infiltracién difuso, con presencia de cielo estrellado y células de tamafio intermedio
cuyos nucleos exhibian cierto grado de variabilidad en tamafio y forma, asi como una
cromatina mas grumosa. Este (ltimo, compatible con un Linfoma Inclasificable, con
hallazgos intermedios entre LB y LBDCG (Linfoma B de alto grado, NOS en clasificacion
OMS 2016).
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Inmunohistoquimica.

48 casos contaron con reporte de inmunohistoquimica interpretada en el departamento de
patologia de la Fundacién HOMI y en 1 caso el inmunofenotipo fue establecido mediante
citometria de flujo realizado en la Fundacion Santa Fe de Bogota. En total 20 diferentes
paneles de IHQ que incluyeron marcadores: CD20, CD79, CD10, Bcl2, Bcl6, CD3 o CD5,
Ki67, TDt, CD30, LMP-1 fueron encontrados en los reportes, siendo el mas frecuente con
un 20%, CD20, CD10, Bcl2, CD3, Ki67, TDt. No obstante en esta primera evaluacion, los
marcadores con mayor frecuencia no incluidos en el inmunofenotipo diagndstico fueron en
orden Bcl6, CD10 y Bcl2, para estos dos ultimos hasta un 35% de casos, cosa que ocurrid

especialmente en los primeros cinco afios.

Los 9 casos restantes sin informacion de IHQ correspondieron a 6 casos con diagndéstico
inicial de Linfoma B de alto grado méas probable de tipo de Burkitt y 3 casos de LB. Para
validar estos casos, en especial los casos probables y para completar perfiles
inmunofenotipicos incompletos, se llevaron a cabo los estudios de IHQ necesarios en el
Laboratorio de la Fundacion Santa fe de Bogota. Mediante el uso de TMA se realizaron
inmunotinciones para CD20, CD10, Bcl2, CD3, Ki67, Tdt, Bcl6. Los resultados de estudios

de inmunohistoquimica se resumen en la grafica 8.

Como se observa en la grafica 8, de forma global la mayoria mostraron un inmunofenotipo
concordante con el diagnéstico de LB de acuerdo a la clasificacion de la OMS, con
CD20+, CD10+, Bcl-6+/—, CD3-, Bcl-2— y Ki-67 >90%. Los marcadores no realizados
fueron consecuencia de las limitaciones del tejido y en un caso el diagnéstico se llevo a
cabo por estudio de citometria que no incluy6 Tdt, Bcl6 y Ki67. Asi, en el 79% de los casos
se confirma fenotipo CD20+ y Bcl2-, los restantes correspondieron a casos sin

disponibilidad de material y dos con expresion de Bcl2 en la re-evaluacion
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Inmunofenotipo
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Gréfica 8. Caracteristicas inmunofenotipicas de casos estudiados.

Fuente: Elaboracién propia.

En todos los casos hubo expresién de CD20 en células tumorales (58/58), asi como de
otros marcadores de células B, entre estos CD79 presente en 5 casos y PAX 5 en un caso
aislado. El marcador CD10 se analiz6 en 49 casos, siendo todos positivos. Se encontrd
expresion nuclear de BCL6 en 31/32 casos (96,8%) y el marcador Tdt fue negativo en
todos los casos analizados (51/51). El indice de proliferacion evaluado con ki67 fue mayor
al 90% (entre 95-100%) en 52/56 y en tres casos del 90%, encontrando en dos
importantes limitaciones de interpretacion por defectos de fijacion. Como marcador de
células T, 55 casos emplearon CD3 y en 3 casos solo se disponia de CD5, siendo todos
negativos en células tumorales y presentes solo en ocasionales linfocitos acompafiantes.
La expresion de Bcl2 fue negativa en 47/49 casos, con alguna positividad observada de
forma aislada en linfocitos T acompafiantes y ninguna superando el 30%. Sin embargo
dos casos presentaron un inmunofenotipo més atipico, uno de ellos con expresion difusa y
de intensidad moderada para Bcl2 el cual se acompafiaba de morfologia mas atipica y
compatible con LBDCG. EIl segundo caso, con expresion débil y focal de Bcl2 en células
tumorales y con citologia mas atipica, compatible con Linfoma B difuso no clasificable,

como se comento previamente.



Capitulo 7 71

De los 6 casos incluidos y cuyo diagnéstico histopatologico inicial fue “Linfoma de Alto
grado mas probable de tipo Burkitt”, 5 casos mostraron un inmunofenotipo compatible con
LB. Con expresion de CD20+, CD10+, Bcl6+, Bcl2-, Tdt - y Ki67% >90%. En solo un solo
caso se encontraron defectos de fijacion que limitaron la evaluacion de IHQ, con CD20+,
CD10+, Bcl6+, Bcl2-, Tdt - y Ki67% >90%.

En un caso se valoré la presencia de EBV usando el marcador LMP-1, siendo negativo
como se esperaba dado el tipo de latencia encontrando en el LB. Entre otros marcadores
incluidos en durante el diagnéstico inicial de forma aislada, fueron CD45 (+) y MUM1,
CD99, PAX5, CD4, CD2, AKL, EMA, NSE todos negativos.

Figura 6. Caso 43, Hallazgos morfoldgicos y de inmunofenotipo A. H&E 40x B. H&E 400x.
C. CD20; D. Ki67; E. Bcl2; F. CD10; G. Bcl6; H. Tdt.
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7.3 Caracteristicas Moleculares

[ 58 casos J EXCLUIDOS

v B S n = 16casos
Sin material

T2 n=2casos

Construccién de Microarreglos
n = 40 pacientes

ISH: EBER ’ FISH: c-MYC BAP
Al menos una [ e, |
celular tumoral Cuttoff:
[nequivoca 5%
Evaluacién Evaluacién
Microscopia de Luz Microscopia de Fluorescencia
v Reordenamiento de MYC n 40 (%)
EBER n 40 (%)
Positiva 21 (52.5%)
Positivo 29 (72,5%) Negativa 3 (7.5%)
Negativo 11 (27,5%) No hibridacién/ No
interpretable 12(30%)
No Tejido 4 (10%)

Figura 7. Resultados de técnicas de hibridacion in situ para MYC y EBER.

Fuente: Elaboracion propia. BAP: Break apart
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Casos excluidos: un total de 16 pacientes fueron inicialmente excluidos para la
construccion de TMA al no disponer de material (bloques de parafina). Posteriormente,
otros 2 casos se excluyeron del andlisis luego de la perdida de tejido durante el
procedimiento de disefio y construccion de TMA. En la grafica se resumen los resultados

correspondientes a reordenamientos del oncogén MYC e identificacion de EBER.

7.3.1 MYC

Como se muestra en la figura 9, de los 40 pacientes estudiados y cuyos tejidos fueron
incluidos en los TMA, el aspecto mas sobresaliente fue el alto porcentaje de casos con
resultados insatisfactorios dados por la ausencia de sefial de hibridacion o resultados no
interpretables, los cuales correspondieron a 30% (12/40) (Ver figura 8). La ausencia de
tejido en 4 casos (10%) estuvo relacionada con la calidad y cantidad de tejido disponible
durante el estudio. Estos resultados mostraron una relacion estadisticamente significativa
entre el afio de inclusion y los resultados insatisfactorios. Asi, durante el periodo de 2003-
2009: 11/12 casos fueron insatisfactorios (91,6%) vs en 2010-2013: 1/12 caso (8,3%);

chi2 p<0,01), como se muestra en la grafica 9.

chi2 p<0,01

H No hibridacion

[l Si Hibridacion

2003-2009 2010-2013

Gréfica 9. Andlisis de casos con resultados satisfactorios e insatisfactorios para MYC y su
distribucion en el tiempo.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Caso 54. Andlisis de FISH para detectar translocacién de gen MYC. Resultado
insatisfactorio, células tumorales sin hibridacion (Vysis LSI MYC Dual Color Break Apart,
1000x).

En 24/40 casos (60%) los resultados de hibridacién fueron evaluables. Se observaron
reordenamientos del oncogén MYC mediante sonda Break apart y con punto de corte del
5% en el 87,5% (21/24 casos) (figura 9) y negatividad en el 12,5% (3/24). Confirmando
gue en esta serie un total de 21 casos cumplen con todas las caracteristicas morfol4gicas,

inmunofenotipicas y moleculares para Linfoma de Burkitt.

Tres casos fueron negativos asi: El caso 5, reconsiderado como Linfoma B difuso de
célula grande, se present6 en una paciente femenina de 11 afios, procedente de la region
Andina, con compromiso nodal, estadio | y remision luego de ser tratada como LB con
guimioterapia COMP. El Caso 46, en una paciente femenina de 1 afio, procedente de la
region del Pacifico, con compromiso extranodal en region ileocecal, caso que fue
reconsiderado Linfoma B de alto grado, NOS (OMS, 2016), antes denominado Linfoma B
inclasificable, con caracteristicas intermedias entre LB y LBDG . Finalmente el caso 40, se
presentd en un paciente masculino, de 6 afios de edad y procedente de la region andina,
con compromiso extranodal por abdomen masivo y con remisiéon luego de la quimioterapia
LNHB 89 para LB, este ultimo con morfologia e inmunofenotipo tipico del Linfoma de
Burkitt (figura 10).
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En la tabla 8 se resumen las caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas de los
casos con estudios de hibridacion para EBER y MYC.

Figura 9. Caso 33. Analisis de FISH para detectar translocacion de gen MYC. Resultado
positivo, células tumorales con rearreglos de MYC mostrando una sefial de fusién
amarilla, una sefial roja y una verde (Vysis LSI MYC Dual Color Break Apart, 1000x).
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Figura 10. Caso 40, A. Analisis de FISH para detectar translocacion de gen MYC.
Resultado negativo, células tumorales sin rearreglos de MYC mostrando dos sefiales de
fusiéon amarilla (Vysis LSI MYC Dual Color Break Apart, 1000x). B. Hallazgos morfoldgicos
en H&E 400x; C. CD79 positivo; D. Ki67% del 95%; E. Bcl2 negativo; F. Bcl6 positivo.
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Favorece Burkitt: cielo estrellado, tamafio medio, no pleomorfismo, escaso citoplasma, nicleo
redondo, mdltiples nucléolos pequerios periféricos.

En contra de Burkitt: ausencia de cielo estrellado, células grandes, pleomorfismo, abundante
citoplasma, nudcleo irregular, nucléolo Unico, grande y centra o cromatina fina/granular

‘ No realizado/ No tejido

‘ No interpretable, sin sefial de hibridacion
* 3 casos sin CD3, empleando CD5 como marcador T; **mala preservacion; Gen, Genero; F, femenino; M,
masculino; N, nodal; EX, extranodal; BAP, sonda Break Apart; pos, positivo; neg, negativo. En verde casos sin
translocacion del MYC.

Fuente: Elaboracion propia.

7.3.2 Epstein Barr Virus

La determinacion de EBER como marcador de latencia fue realizada mediante
metodologia de hibridacion in situ, obteniendo resultados adecuados en la totalidad de
casos analizados. Se encontré una alta proporcion de casos con presencia de RNA no
codificante, correspondiendo al 72,5% de los casos (29/40). La ausencia de infeccion
latente fue observada en el 27,5% (11/40). (Figura 7 y 11)
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Se observo una sefial nuclear en todos los casos, en su mayoria el cromégeno ocupaba
completamente el nucleo de las células tumorales y otras veces la tincion era mas débil y
parecia segregarse con la cromatina. La sefial en su mayoria mostro una intensidad fuerte
y difusa, con pocos casos de expresion focal. No se observaron sefiales citoplasméticas ni
hallazgos que originaran confusion a la interpretacion, como la presencia de fondo de
linfocitos no tumorales positivos para EBER o la presencia de reactividad cruzada con
mucinas, levaduras o materiales vegetales. Los casos negativos fueron evaluados en

paralelo con los controles internos negativos.
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Figura 11. Resultados de Hibridacién in situ para EBER-1. A. caso negativo; B. caso
positivo difuso. C. Caso positivo focal. (EBER-1 DNP probe, 40x)

La mayoria de los casos con identificacion de RNA viral fueron observados entre
pacientes menores de 10 afos, correspondiendo al 93,1% (27/29) de todos los casos
positivos. Con un 58,6% (17/29) de casos EBER positivos entre 1 a 5 afios; 34,5% (10/29)
entre 6 a 9 afios y el 6,9% (2/29) entre 10 a 15 afios. En mayores de 10 afios se
encontrard el mayor numero de casos negativos (EBER negativos 9/12) correspondiendo
al 75%. La media de edad entre los casos con positividad para EBER fue de 5,1 afios con
DE 2,9 afios y para casos EBER negativos de 9,7 afios con DE 3,8 afios, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (Chi2 p<0,01, ver grafica 10, A). Por el contrario,

géneros entre no se observaron diferencias significativas (p>0.05)

16 7 A
14 - X 12 B
12 + 10
10 8
8 - 6 HEBER -
6 4 B EBER +
Y - 0
5 . | =y
0 IgGneg IgGpos IgG pos

EBER pos EBER neg IgMneg  IgM neg  IgM pos

Gréafica 10. Andlisis de resultados de hibridacion in situ para EBER1. A. Relacion entre
edad y positividad o negatividad para EBER. B. Relacion entre resultados serolégicos para
anti VCA-EBYV e hibridacion in situ para EBERL1.

Fuente: Elaboracion propia.

No se encontr6 relacién estadisticamente significativa entre la localizacion y la presencia
de EBV (p>0,05) en el tejido tumoral. Con una relacion EBER+/EBER- para la localizacién

Extranodal de 3,3:1 y Nodal de 2:1. Considerando que el compromiso de cavidad oral y
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orbita son inusuales para la variante de LB esporédica, analizamos este grupo sin
encontrar diferencias significativas, con un 75% (3/4) de positividad para EBER en
pacientes con presentacién en huesos faciales versus 73% (24/33) en pacientes con
presentaciones usuales. Este grupo ademas se caracterizo por un predominio del género
masculino de 6:1, edad media 5 afios (3-11 afios), 2/7 casos con desenlaces

desfavorables (muerte y recaida) y todos con estadio avanzado IlI-1V.

De igual forma, no se observaron diferencias entre estadios clinicos, infiltracion a MO o

SNC y desenlace (Chi2 p>0.05). Esta informacién se resumen en la tabla 9

Tabla 9

Andlisis Bivariado de EBER y caracteristicas clinicas.

Variable EBER EBER p- valor
POSITIVO NEGATIVO

Genero n=40

Masculino 19 (67,9%) 8 (32,1%) NS

Femenino 10 (76,9%) 3(23,1%) NS

Sitio anatémico n=40

Extranodal 27 (77,1,1%) 8 (22,9%) NS

Nodal 2 (66,7%) 1 (33,3%) NS

Ambos 0 (0%) 2 (100%)

Estadio clinico n=32

-1l 5 (50%) 5 (50%) NS

-1V 16 (76,2%) 5 (23,8%) NS

Infiltracién n=32

Medula osea 0 (0%) 1 (100%) NS

SNC 0 (%) 0 (%) NS

Ambos 3 (100%) 0 (9%) NS

No 19 (68%) 9 (32%) NS

Evento n=32

Muerte y Recaida 3 (50%) 3 (50%) NS

Remisién 16 (69,6%) 7 (30,4%) NS

Tratamiento 3 (100%) 0 (0%)

Region de procedencia n=37

Andina 18 (66,7%) 9 (33,3%) NS

No Andina 8 (80,0%) 2 (20%) NS

Anticuerpo EBV

IgG neg IgM neg 2 (100%) 0 (0%) NS

IgG pos IgM neg 7 (58,3%) 5(41,7%) NS
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IgG pos IgM pos | 1(100%) | 0(0%) | NS
FISH MYC

Positivo 16 (76,2%) 5 (23,8%) NS
Negativo 2 (66.7%) 1 (33.3%) NS

Fuente: Elaboracion propia. NS, sin significancia estadistica.

Como se muestra en la gréfica 10 B, se compararon los resultados serolégicos de IgG e
IgM anti VCA sin encontrar correlacion con la deteccién de material genético viral en tejido
tumoral (kappa= -0.4, p<0.05). Los dos casos que presentaron patron 1gG(-)/IgM(-)
fueron positivos para EBER y todos los negativos para EBER con estudio serolégico

correspondieron al patron IgG(+)/IgM(+).

Comparando el grupo de casos con confirmacion de translocacion para MYC versus los 3
casos con negatividad para esta, observamos que en ambos se demuestra una alta
proporcion de infeccion latente para EBV, correspondiendo al 66.7%. Estos resultados se

muestran en la grafica 11.
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Gréafica 11. Andlisis de resultados para EBER1 entre casos con rearreglos y sin rearreglos
del gen MYC.

Fuente: Elaboracion propia.
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Se obtuvo representacién de pacientes procedentes de las cinco regiones del pais. Con
un total de 50 casos con datos registrados se identifico que el 70% (36/50) correspondian
a la region Andina, 14% (7/50) region del Pacifico, 12% (6/50) regidn de la Orinoquia y 2%

(1/50) tanto para la regién de la Amazonia como la regién Caribe.

Al analizar la distribucion de casos en el pais y su relacién con EBV, y excluyendo el
casos aislado cuya procedencia fue la regiéon Caribe con EBER+, observamos una mayor
proporcién de casos EBER positivos en la regidn del Pacifico con un 80% (5 de 6 casos),
seguida de la regién de la Orinoquia con 75% (3 de 4 casos) y finalmente la regién Andina,
gue aungue con un mayor numero de casos positivos, su porcentaje correspondié a 69%
(18 de 26 casos). El caso de la region Amazoénica no conté con material para estudios
moleculares. Estos resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas. En
la grafica se resumen la distribucién en las diferentes regiones del pais de los casos

estudiados incluyendo edad media, genero, localizacién y determinacién de EBER.
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Gréfica 12. Distribucion y caracteristicas clinicas de casos analizados en poblacion entre
las diferentes regiones del pais.

Fuente: Elaboracién propia
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8.Discusion

En Colombia, la informacion sobre céancer pediatrico y en especial el LB es limitada.
Estadisticas basadas en el registro poblacional de Cali indican que para finales de los 90
el LB mostraba una de las incidencias mas altas en Suramérica y Centroamérica (Parkin
et al, 1998). Sin embargo, durante los ultimos 40 afios parece estar incrementando,
pasando de Tasas de incidencia de 6.2 a 7.2 por millon, la mas alta entre el grupo de los
linfomas (Bravo LE et al, 2013). Esta serie de casos relne 58 pacientes durante un
periodo aproximado de 10 afios, una cifra cercana a la descrita en el registro poblacional
de Cali entre el 2002-2011 (42 casos). Este es el primer estudio realizado en la ciudad de
Bogota, en un centro de referencia de Oncohematologia pediatrica que ofrece
informacién de aspectos clinicos, histopatolégicos y moleculares del LB. Otras
instituciones de referencia nacional como el INC documentan caracteristicas generales
de los LNH en poblacion pediatrica (0-14 afios), sin hacer precisiones sobre el LB (Pardo,
C, 2015).

El predominio del género masculino fue mayor en concordancia con la literatura,
encontrando una relacién de 2.6:1 entre niflos/nifias. Las causas de esta heterogeneidad
no son conocidas (Pizza M, et al, 2008), sin embargo esta distribucion de géneros en el
cancer infantil es un hecho que se conoce en muchos paises en vias de desarrollo,
particularmente entre los LNH (Pearce M, et al, 2001). Los resultados publicados por

Bravo LE y cols, en su serie de més de 30 afios, muestran que la incidencia de LB entre
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nifos de 5-9 afos fue casi tres veces mayor que en nifias, en nuestra serie la mayor

diferencia se encontré entre el rango de 2-5 afios con una relacion 3:1.

Otro aspecto interesante es la edad en la cual este linfoma se presenta, observando que
la poblacién afectada en los paises en via de desarrollo es de menor edad que los
pacientes de paises europeos y USA. Una compilacion de estudios comparando la edad
media de presentacion entre diferentes regiones mostr6 un estimado de 6,1 afios en
Africa contra 19,2 afios en USA (Shapira j, et al 1998). En Colombia, el LB fue el Gnico
linfoma frecuente en el grupo de <5 afios, y el 94% eran menores de 10 afios, opuesto a
otros LNH y al LH cuya poblacién pediatrica mas afectada se encontr6 entre los 10 a 14
afios. (Bravo LE et al, 2013). En este estudio, con una media de 6,3 afios, rango de 2 —
15 afios y un 80,4% en menores de 10 afios, se asemeja no solo a lo reportado por
Bravo y cols, sino a lo observado en Brasil cuyas edades medias son similares al LB en
Africa (Klumb et al, 2004) (Hassan et al, 2008) (Araujo, 1996) (Shapiro, 1998). Para
Klumb y cols, en su estudio conducido en el Instituto Nacional de Cancer en Rio de
Janeiro con una media de 6 afios (1-16 afios) y para Hassam y cols de 5 afios (2-14
afios). Estos hallazgos podrian sugerir que una edad temprana de presentacion es una
caracteristica de los LB en Colombia y algunos paises de Suramérica, probablemente por

ciertos factores medioambientales entre estos una exposicion temprana al EBV.

Como era de esperar, el compromiso extranodal es el mas frecuente entre los casos
estudiados, llegando a ser un 88% del total. Este porcentaje de compromiso extranodal
es al parecer mayor que lo observado en poblacion adulta, asi lo sugiere la informacién
disponible en la literatura, con 68% de compromiso extranodal en la poblacion general
(Queiroga et al, 2008) versus 89% cuando se analiza solo poblacion pediatrica (Hassan
et al.,, 2008). Por otro lado, aunque el compromiso nodal es encontrado con mayor
frecuencia en pacientes adultos o con inmunodeficiencias (Swerdlow et al, 2008), en este
estudio pediatrico sin pacientes con inmunodeficiencias se encontré con significancia
estadistica, una mayor edad entre los pacientes con presentacién nodal. El compromiso

ganglionar mas frecuente fue cervical, que aunque concordante con otras series (47,8%,



88 Linforma de Burkitt

Queiroga et al, 2008) se considera que los resultados deben tomarse con precauciéon ya

gue en dos casos la informacion de la localizacion no estuvo disponible.

Al analizar la localizacién, como una de las caracteristicas clinicas mas importantes,
encontramos que en su mayoria se presentaron como una masa abdominal (extranodal)
gue en esta serie representd el 94.4% del total. Este hallazgo que es concordante o
incluso mas alto a otros estudios (Araujo, 1996) (Pizza et al. 2008. 42 casos (79.2%)
(Cunha et al, 2012. 50 casos (66,7%)). La region ileocecal que ha sido descrita como una

hallazgo tipico, logro ser determinada en el 44%.

Aunque en su mayoria, la localizacién record6 al LB esporadico debemos resaltar la
existencia de 7 casos que podrian sugerir caracteristicas de LB endémico. Esto, al
considerar que el compromiso de huesos faciales como maxilar, mandibula y 6rbita con o
sin compromiso abdominal son hallazgos usuales en casos de LB endémicos, con un
32% y 62% respectivamente. Y son raros o inusuales en LB esporadico. (Molyneux et al,
2012). Es claro, por lo tanto que el porcentaje de compromiso de mandibula es mucho
menor en areas no endémicas. En América varia entre diferentes estudios, de 12,5 a
16% (Tsui S. H. Et al, 2000) (Cunha et al, 2012). En un estudio a gran escala conducido
en Brasil, con 234 pacientes se encontré que solo 5 (3,1%) casos comprometieron la
mandibula (Queiroga et al, 2008), mientras que Klumb y cols no reportaron casos y
Robelo-Pontes y cols, identificaron 7 casos de LB que afectaba mandibula y/o maxilares,
5 en poblacion pediatrica (Brasil, Norte) todos con compromiso abdominal asociado y
positividad par EBER. De hecho, los resultados en este trabajo sugieren que LB con

compromiso de mandibula en esta poblacién son similares al LB endémico.

En este estudio, los casos con localizacion inusual correspondieron a pacientes con una
edad media de 5 afios (3-11afios), predominio del género masculino 6:1, todos con
estadios avanzados IlI-IV y en los casos evaluados con una positividad par EBER1 del
75% (3/4). Aunque sin diferencias significativas encontradas, es interesante analizar en
grandes serie de LB con afeccion de mandibula/maxilar y/o orbita para clarificar los
hallazgos de un posible LB endémico. Asi mismo, el compromiso de la 6Orbita que fue

observado en un caso es considerado una presentacion inusual extranodal,
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comprendiendo menos del 1% de todos LNH pediatricos (Boudali S et al, 2016)

De acuerdo a la clasificacion de St Jude/Murphy, el 72,7% de los pacientes fueron
diagnosticados en estadios avanzando (lll — IV), con compromiso de MO en un 4,5%, de
SNC en 2,3% y tanto MO como SNC en el 11,4%. Este diagnéstico en estadios
avanzados parece ser una caracteristica comun en todos los casos de LB con un 70% en
Estadios IlI-IV y 30% Estadios I-1l. (Swerdlow et al, 2008). Para regiones como Brasil el
LB pediatrico es diagnosticado en estadio avanzado, con descripciones que van desde el
68,9% (Cunha et al, 2012) hasta el 90,5% (Pizza et al, 2008), siendo los resultados de
este estudio concordantes con la literatura. Aunque la edad de diagndstico no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre los estadios, se observé una tendencia
de mayor edad entre estadios avanzados: (mediana 6afios vs 4afios, p= 0.89) , esto es
opuesto a lo encontrado por Hassan y cols, con menor edad en estadios avanzados
(M/1IV) (media 4.5 vs. 7 afios; Mann-Whitney test, p=0.03).

Se considera que todas las variables clinicas muestran un riesgo de infiltracion a SNC y
MO (Ferry et al, 2006) aunque algunos autores consideran que en el LB endémico es
rara la infiltracién a MO (Molyneux, 2012) y en el esporéadico la infiltracion a SNC (Cunha
et al, 2012). En este estudio la mayor proporcién correspondié a casos con infiltracién a

ambos compartimientos seguido de medula ésea.

El LB es una neoplasia agresiva caracterizada por una significativa respuesta a la
guimioterapia intensiva en nifios y adolescentes. En esta serie el 66% se encontraron en
remisién. Sin embargo, una limitante a considerar es el porcentaje de casos (14%) que
se encontraban en tratamiento o que continuaron su manejo en otras instituciones y cuyo
desenlace no se puede establecer, pudiendo ser mayor el nimero de casos en remision.
Si excluimos este grupo de pacientes en tratamiento, el porcentaje asciende a un 76%.
Por otro lado, se observo una tendencia creciente al mejor desenlace con el tiempo

(77,8% de muertes y recaidas ocurridas entre 2003-2009) y como era de esperar una
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mayor remision entre estadios tempranos, por ende una relacion estadisticamente

significativa con la ausencia de infiltracién.

Todos los casos con desenlace desfavorable, tanto recaida como muerte ocurrieron en el
primer afio, esto es concordante con la literatura en donde el riesgo de recaida luego del
primer afio es menor del 5% (Molyneux, 2012). Asi, la evaluacion de sobrevida libre de
evento en el primer afio, es probablemente un buen indicador de sobrevida a largo plazo.
Algunas de las caracteristicas que han sido asociadas con un resultado adverso en nifios
fueron evidenciadas de forma significativa en este grupo de pacientes, como una edad

mayor, estadio avanzado e infiltracion del SNC o MO.

La mortalidad encontrada (7 pacientes, 16%) es mayor a lo observado en paises
desarrollados cuya tasa global de curaciébn es mayor al 90%, la sobrevida libre de
enfermedad en estadios tempranos llega al 99% (Molyneux, 2012) y la mortalidad es
alrededor del 2.8% (Patte C, et al 2001). En este estudio, los hallazgos son cercanos a
las observaciones en paises en via de desarrollo, por ejemplo en Africa la mortalidad fue
del 23,8% (Harif et al 2008) y en Brasil del 26% (Cunhany et al 2012) entre poblacién
pediatrica. En los casos analizados la mortalidad fue relacionada con progresion de la
enfermedad (¢ diagnéstico tardio?) y complicaciones infecciosas asociadas al
tratamiento. Otros autores consideran como causas de muerte, recaida y/o falla del
tratamiento en paises como el nuestro, las terapias incompletas y menos agresivas
(Molyneux E.M. et al 2012), ademas de la malnutricion la cual probablemente incrementa
el riesgo de toxicidad e infecciones relacionada a la terapia (Cunha et al, 2012). En este
estudio no se evaluaron factores como el estado nutricional, sin embargo es una

consideracion para futuras investigaciones.

La bisqueda de antecedentes fue enfocada en especial a la identificacion de casos
asociados con inmunodeficiencias, sin embargo en esta serie de 10 afios en ningdn
paciente se registré este antecedente. El cancer en la familia fue el antecedente mas
frecuente, encontrando que el 31.8% de casos tenia historia familiar de cancer en

primero y/o segundo grado. Al respecto, el papel de los antecedentes familiares de
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cancer en la etiologia de los tumores malignos hematopoyéticos en la infancia ha sido
ampliamente investigado por Rudan y cols quienes utilizando los datos del estudio
ESCALE en Francia, concluyeron que una historia familiar de cancer se asocié con un
mayor riesgo de LH (OR=1,5[1,0-2,2])ylaLNH (OR=1,8[1.3a2.5]), pero no con
Leucemias Agudas ( OR = 1,0 [ 0,9-1,2 ] ). Aunque el tipo y caracteristicas de este
estudio no permite dar conclusiones, podemos considerar que la historia familiar de
cancer en la poblacion analizada fue un factor relevante y que estudios con otro disefio

se requieren para confirmar una posible asociacion en LB pediatrico.

Como se menciona previamente, aunque es aceptada la clasificacion clinica del LB, los
hallazgos morfologicos y de inmunofenotipo son comunes, siendo el objetivo de este
estudio describir dichos hallazgos que permitieron hacer el diagnéstico de LB. Durante el
analisis de estas caracteristicas patolégicas se encontré que un importante porcentaje de
casos que fueron diagnosticados y tratados como LB no contaba con un perfil completo
gue apoyara el diagndstico, estos casos se ubicaron entre los primeros 5 afios de la
serie, en donde el acceso a los estudios de IHQ era mas limitado. Una de las tareas que
se tuvo fue entonces reunir el material e intentar confirmar los diagndsticos, ademas de
estudiar 6 casos incluidos con diagnéstico de Linfoma de Alto grado mas probable de tipo
Burkitt que no contaban con inmunofenotipo. Para esto los microarreglos tisulares
facilitaron la realizacién de estudios de IHQ, proporcionando homogeneidad en los
protocolos de laboratorio, mediante la realizacibn de todas las reacciones
simultaneamente, economizando tiempo, costo y la posibilidad de evaluar un gran

nimero de muestras.

Asi, considerando la “Guia de Practica Clinica para la proteccién oportuna, diagndstico,
tratamiento y seguimiento del linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin en nifios y
adolescentes”, 2013 MinSalud., la cual recomienda un panel de inmunohistoquimica en
primera linea diagnostica para LB con CD20, CD10, Bcl2, CD3, ki67 y TdT. En este
estudio el 74% cumplieron con esta recomendacion y el 79% fueron CD20 + y bcl2-. El
porcentaje restante correspondi6 a casos en donde no fue posible completar el

inmunofenotipo por falta de material.
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EBV — EBER1:

Mdltiples estudios han demostrado el rol del EBV en la transformaciéon maligna, siendo el
primer virus en ser considerado un carcinégeno clase | en humanos. El mecanismo
oncogénico exacto en el LB luego de 50 afios aun no es completamente entendido y su
relacibn causal parece ser mucho mas compleja. Numerosos trabajos han sido
desarrollados con el objetivo de identificar productos virales en el programa de Latencia |
gue ofrezcan una ventaja de supervivencia a las células del Linfoma de Burkitt, de los
cuales hay evidencia experimental de potencial antiapoptético con EBERs, EBNA 1 y

recientemente varios micro-RNAs derivados de BART.

Con este limitado repertorio de expresion proteica (Latencia 1) se empled la
determinacion de EBER por hibridacién in situ considerada actualmente la metodologia
de eleccion para la deteccion y localizacion de infeccion latente por EBV en tejidos y
muestras citoldgicas de LB. Estos dos RNA no codificantes (EBER1 y EBER2) son
altamente expresados en todas las formas de latencia, con alrededor de 10’ copias por
célula hacen de estos los mejores y mas sensibles marcadores naturales de infeccion
latente. (Ok CY,. et al, 2015). Estos RNAs confieren resistencia a la apoptosis
dependiente de PKR (proteina kinasa dependiente de RNA) la cual también es inducida
por interfer6n, a través de la inhibicion de la fosforilacion del elF2a. Ademas, son
capaces de unir otras moléculas como La, PRR y RIG-I, esta ultima facilitando la

produccion IL-10 que promueve el crecimiento celular (Kang M-S, et al, 2015)

Este procedimiento se realizé a través de una metodologia automatizada y estandarizada
en el Laboratorio de Patologia de la Fundacion Santafé de Bogota. Cabe mencionar, que
aunque EBNA-1 es expresada también en todos los programas de latencia, su deteccion
por IHQ no es lo suficientemente sensible para sustituir de forma fiable la metodologia de
Hibridacién in situ para EBERs, ademas otros problemas técnicos y biolégicos han sido

descritos como la reaccién cruzada que limitan su sensibilidad y especificidad (Hennard
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C. et al 2006) (Gulley ML. et al, 2008). Dado que la expresion de EBER es constante en
todas las latencias, en este estudio no es posible confirmar con certeza que exista una la
Latencia I, esto requeriria el uso de marcadores adicionales que incluya EBNA-1, EBNA-
2, LMP1y Zebra.

Los resultados de hibridacién fueron interpretados bajo las guias publicadas por Gulley
ML y cols para dicha evaluacion, encontrando sefiales nucleares en su mayoria con
intensidad fuerte y difusa, siendo esto al parecer relacionado con el grado de
preservacién de RNA. Uno de los aspectos que dificultan la interpretacion es la presencia
de un fondo de linfocitos positivos para EBER, estos aunque son raros (<0,1%) pueden
estar presentes en cualquier portador asintoméatico y no deben interpretarse como
positivos. Sin embargo, en esta serie de LB como es de esperar, la proporcién de
linfocitos T maduros acompafiantes en todos los casos fue baja y no fueron una limitante
para la adecuada interpretacién, tampoco hubo hallazgos sospechosos de reaccion

cruzada con levaduras, materiales vegetales o mucinas.

En Colombia como en otros paises, excluyendo el Africa ecuatorial y Papua Nueva
Guinea, el LB es considerado clinicamente la variante no endémica o esporadica,
esperando por lo tanto una baja la asociacién con EBV. En esta serie, la positividad
encontrada para EBER en tejido tumoral fue del 72.5%, siendo esta frecuencia
intermedia entre las variantes esporadicas (30%) y endémicas (hasta 100%), pero de
forma clara superando la frecuencia esperada para el LB esporadico que ocurren en USA
y Europa. Por el contrario, sus porcentajes se aproximan a lo encontrado en el LB
endémico. Hallazgos similares de asociaciones intermedias han sido demostrados en
otras regiones de Sur América, especificamente en Brasil (con asociacién global del
52,6%, Quiroga et al, 2008). En Colombia este corresponde al primer estudio que permite
establecer una alta frecuencia de asociacién entre LB pediatrico y EBV, sugiriendo que
este virus juega un importante rol en la patogénesis de LB en la poblacion pediatrica

estudiada.

Esta bien establecida la gran variacidon geografica existente entre EBV y LB alrededor del

mundo, una evidencia de esto son los interesantes hallazgos observados en diferentes
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regiones de un mismo pais, con porcentajes que van desde el 29% al 87% en Brasil
(Queiroga et al, 2008) (Gutiérrez Ml et al, 1992) (Sandlund et al, 1997) (Klumb CE, et al,
2004) (Bacchi et al, 1996) (Araujo et al, 1996) (Hassan et al, 2008). Asi, en la Regién de
Noreste de Brasil, las frecuencias entre poblacion pediatrica han sido descritas por Arujo
y cols del 87% (47/54) y por Sandlund y cols del 73% (8/11). Este porcentaje fue
encontrado mas bajo (63%) en una de las series mas grandes con 234 pacientes que
incluyeron poblacion pediatrica y adulta, siendo el porcentaje mas alto en la Regién del
Norte (76%) (Quiroga et al, 2008). Las regiones del Sur y Suerdeste muestran las
frecuencias mas bajas, con un 29% para Queiroga y cols y con porcentajes del 58%,
61% 71% y 72% para Gutiérrez MI, Bacchi MM, Klumbd CE y Hassan R

respectivamente.

Estos valores parecen modificarse por factores como el estatus socioeconémico bajo, el
cual puede incrementar el riesgo de exposicién temprana al virus y por ende de
primoinfecciéon. Ocurriendo durante los primeros afos de vida en paises en via de
desarrollo y hacia la adolescencia y adultez en paises desarrollados (Gromminger 2012)
(de Thé et al., 1975). Por otro lado, desde la descripcion por Denis Burkitt la relacién
geogréfica del LB endémico aun conserva validez, considerando zonas endémicas para
malaria como una de las principales caracteristica del cinturon del Linfoma en el Africa
ecuatorial, donde las temperaturas anuales son mayores a 15°C y las precipitaciones de
24 pulgadas (Magrath 2012). Nuestro pais, el cual se encuentra atravesado en su
extremo sur por la linea ecuatorial, extendiéndose entre los 12°30’40” de latitud norte y
los 4°13'30,5” de latitud sur, comparte ciertas caracteristicas climaticas y geograficas con
el Africa ecuatorial, con regiones de alta temperatura y pluviosidad como la costas
selvaticas del Chocé, la Amazonia y la Orinoquia y con un amplio territorio afectado por
enfermedades tropicales como la malaria, siendo esta endémica en el 75 % de las areas
localizadas por debajo de los 1.500 metros de altitud (Padilla J, et al, 2011).

En este estudio, se observé una tendencia de mayor numero de casos EBV+ en el
Pacifico (83%), seguida de la Orinoquia (75%), regiones que muestran ciertas
caracteristicas comunes con Africa ecuatorial, apoyando las particularidades geogréaficas

del LB vy la infeccion latente por EBV. Aunque las diferencias encontradas no fueron
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significativas dado el bajo nimero de casos y la no representacién en todas las regiones,
estos datos ponen en relieve la necesidad de estudios epidemioldgicos que involucren

diferentes regiones del pais y un mayor nimero de casos.

En la correlacion del estatus de EBV en tejido tumoral y las caracteristicas clinicas de la
poblacion estudiada, se observdé una asociacion estadisticamente significativa con la
edad, siendo de 5,1 afios DE 2,9 afios para casos EBER+ y de 9,7 afios DE 3,8 afios
para EBER- (p<0.05.), sin correlacion con género, estadio, infiltracion o localizacion. Por
otro lado, es de resaltar que la frecuencia de positividad para EBER-1 se conservé entre
casos con confirmacion de translocacion de MYC (75% EBER+). Estos hallazgos son
concordantes con otros reportes en donde la positividad muestra una relacion inversa
con la edad (Quiroga et al 2008) (Klumn, 2001) (Piezza M et al, 2008). Para Hassan y
cols la infeccién por EBV fue asociada con una menor edad, para EBV+ de 4 afios vs
EBV — de 8 afios, p <0.05. Como se ha expuesto, una clara caracteristica en el LB
endémico es la relacion con la infeccion por EBV adquirida de forma temprana. En
Uganda, cerca del 100% de nifios son seroconvertidos antes de los 3 afios (de Thé, et al,
1978) ( Magrath IT, et al, 1991). Esta edad de primoinfeccién que varia sustancialmente
alrededor del mundo estd relacionada con factores socioeconémicos, como el
hacinamiento y / o la practica de la masticacion de alimentos para los bebés
(Gromminger 2012). Aunque con informacion limitada, al analizar el perfil serologico
disponible solo en 15 casos, se puede sugerir que existe una exposiciéon a EBV en
edades tempranas, encontrando serologias positivas (IgM y/o IgG positiva) con una edad
mediana de 6,3 afios + 3,8afos. Esta alta frecuencia de LB EBV+ en nifios puede ser el
punto de partida de futuras investigaciones que exploren la relaciéon entre la edad y

seroconversion del EBV en Colombia y sus posibles implicaciones.

No existe un patrén especifico de respuesta humoral en LB que pueda ser usado como
marcador pronéstico o diagnéstico de la enfermedad (IARC, 2011), tampoco como lo
sugieren los resultados, como un posible marcador infeccién latente. El grado de
concordancia encontrado entre EBER y serologia fue precisamente el que se espera a

causa del azar, con un indice kappa de -0.4, p>0.05. Siendo los dos casos con
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serologia negativa IgG(-)/IgM(-) positivos para EBER y todos los negativos para EBER
con serologia positiva IgG(+)/IgM(+) 0 1IgG (+) IgM (-)

Aunque la positividad para EBV no parece impactar el prondstico ni la seleccion del
régimen de tratamiento (Ok CY, et al 2015), las neoplasias EBV positivas muestran
alteraciones genéticas que son distintas de aquellas neoplasias EBV negativas. Con LB
endémico EBV+ asociado con baja frecuencia de mutaciones de ID3 y TCF3 comparada
con el LB esporadico (Ko Y-H, 2015). Estudios a futuro que exploren este tipo de
mutacién en LB de poblacion Colombiana son valiosos, asi como la bdsqueda de nuevas
terapias que interfieran con la sefalizacion del EBV, las cuales puedan impactar en

poblaciones con alta frecuencia de asociacion a EBV, como la nuestra.

Es claro que la clasificacion del LB se basa en aspectos epidemiolégicos relacionados
con la distribucion geogréafica, la asociacion con la infeccién por EBV, su presentacion
clinica y mas recientemente con ciertas caracteristicas citogenéticas y moleculares
(puntos de ruptura del MYC y mutaciones de ID3 y TCF3). Por lo tanto, siendo la variante
de LB endémico circunscrita al Africa ecuatorial y Papta Nueva Guinea, en paises como
Colombia el LB seria considerado como una variante esporadica o no endémica. Sin
embargo, se ha sugerido que en Sur América puedan ocurrir ambas variantes clinicas
(esporadica y endémica) o que existan caracteristicas especificas (Cardy et al. 2001).
Una clasificacion alternativa de los tres tipos estandares, basado en tres diferentes
condiciones epidemiolégicas fueron consideradas por Hassan y cols: LB en areas de alto
riesgo o incidencia (endémicos), LB en areas de bajo riesgo o incidencia (esporadicos,
casos de USA, Norte y Oriente de Europa y Japon) y LB en areas de riesgo o incidencia
intermedia (Norte de Africa, Medio oriente y las regiones del Norte y centro de América
del Sur).

Aunque probablemente esta clasificacion clinica no ofrece predicciones pronosticas para
casos individuales, con los resultados se ofrece informacién sobre algunos de los
aspectos que definen las variantes clinicas y que permiten discutir y plantear el tipo de
LB que ocurre en poblacién pediatrica de Colombia. Con caracteristicas intermedias

entre la forma endémica y esporadica con una alta asociacién con EBV, edad de
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presentacién temprana, localizaciones que incluyen huesos faciales e incidencia

intermedia.

MYC —translocacion.

Antes de discutir los resultados de translocacion para MYC, uno de los aspectos mas
relevantes durante el proceso de interpretacion fueron los resultados insatisfactorios,
dados por casos sin sefal de hibridacién o no interpretables. Un ajuste inicial en los
tiempos de digestiébn buscando mejorar la penetracion de la sonda no optimiz6 los
resultados. Al respecto, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
relacionadas con la antigiedad del bloque, identificando el 93% de los casos
insatisfactorios entre los afios 2003-2009. Por lo tanto, soportados con la literatura se
considera que factores pre analiticos estdn estrechamente relacionados con los
resultados. Siendo las potenciales fuentes de variabilidad los procesos de prefijacion,

fijacion, procesamiento y almacenamiento (Bass BP et al, 2014).

Es claro que los archivos de tejidos fijados en formol y embebidos en parafina
constituyen una fuente invaluable para la investigacion, sin embargo se requiere asegurar
las condiciones pre analiticas para lograr resultados adecuados. Esto incluye en estudios
de DNA: isquemia fria menor de 1 hora para FISH y de 4 dias para PCR; decalcificacién
con EDTA, fijacion con formaldheido tamponado por <72hr a temperatura ambiente o 4°C
y parafinas puras. Para estudios de RNA: isquemia fria <12 horas, EDTA como

decalcificador y fijacion entre 8-48 horas.

En este estudio se desconocen los tiempos de isquemia fria a las que pudieron ser
sometidas, siendo este un importante factor en estudios de FISH (reduccion de la
fluorescencia con isquemia fria >1 hora, (Bass BP et al, 2014)). Otra limitante encontrada

se relaciona con las diferentes parafinas que fueron observadas y que junto con el uso de
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formaldheidos no tamponados son factores que de forma clara pueden afectan la calidad

de los resultados en estudios moleculares.

Finalmente, de acuerdo a la recomendacién dada por Bass BP y cols, los estudios de
DNA deben realizarse con bloques de parafina cuya antigiiedad sea menor de 5 afios y
para RNA menor de 1 afio. Los resultados, evidencian el efecto del tiempo con los
estudios de FISH, ya que este procedimiento fue desarrollado en el afio 2015, momento
en el cual los bloques de afios menores al 2009 excedian los 5 afios. Por el contrario, en
estudios de ISH para RNA viral, se encontraron hibridaciones satisfactorias. Se sugiere
gue esto se relacione con la alta expresion de EBER en células tumorales (=10 millones
de copias por célula) lo cual permite que aun con el paso del tiempo se logren detectar
secuencias de RNA viral.

La participacion del oncogén MYC se encuentra ampliamente descrita en varias
neoplasias. Sus posibles alteraciones incluyen amplificacidn, rearreglos o hipometilacion,
los cuales conllevan a la activacion y sobreexpresion de la proteina MYC. En este
estudio se confirma en 20/24 casos (83.3%) la presencia de translocacién del gen MYC,
siendo la 1(8;14)(q24;932) y sus variantes (t(8;22)(g24;q11) - t(2; 8)(ql2;q24) el
mecanismo de activacion y marcador molecular del LB (Aquino G et al, 2013) (Salaverria
l. et al, 2014)

Aunque existen varias metodologias para la identificacion de translocaciones del gen
MYC, en este estudio se utilizé FISH ya que ofrece un rendimiento superior a la PCR y
Southern blot (Aquino G et al, 2013). En cuanto al tipo de sonda, break apart permite en
una Unica aproximacion evaluar la integridad del gen, pero no ofrece informacion sobre el
patron de translocacion. Aunque en este sentido son menos informativas que las dual
fusién, son mas sensibles, méas faciles de interpretar y ofrecen la ventaja que puede dar
claramente resultados anormales también para translocaciones variantes
(translocaciones no-IGH/MYC), lo que requeriria de varias sondas independientes con
dual fusién, no todas disponibles comercialmente (Aquino G et al, 2013) (Ventura R, et al,

2006). Estrictamente hablando, las sondas dual-fusién son superiores a las break apart
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independiente de la sensibilidad porque su tasa de falsos positivos en tejido normal es
cero (Ventura R, et al, 2006). En estudios futuros, no solo seria de gran interés una
segunda aproximacion con el uso de sondas dual fusidon que permitan identificar el tipo
de translocacién en nuestra poblacion, sino también mediante la implementacion de otras
tecnologia que logren determinar puntos de ruptura, los cuales difieren entre la forma
Endémica versus Esporadica y la asociada a Inmunodeficiencia (Michelow 2012) (Ng
20009).

Otro factor a considerar es el punto de corte que define la positividad o negatividad de
una translocacién. En este estudio se emple6 el 5% (Johnson N, et al, 2009) el cual ha
sido usado y validado por otros autores. Sin embargo, se recomienda la determinacién
usando controles negativos (amigdalas normales), siendo un caso positivo aquel que
supere 3 DS sobre la media del grupo control (Cogliati S, et al, 2006) (Haralambieva E, et
al, 2004) (Queiroga et al, 2008). Variando estos porcentajes, por ejemplo para Queiroga

y cols, el valor establecido fue de 2,19% (media del grupo control negativo de 0.73%).

La consecuencia molecular de las tres translocaciones es la alteracion de la expresion
del oncogén MYC, siendo este un regulador global de la transcripcion que afecta cientos
de genes involucrados en varios procesos celulares como proliferacién, apoptosis,
diferenciacion, renovacion celular y modulacion global de la cromatina (De Flaco et al,
2015). Sin embargo, aunque esta translocacion del MYC ha sido considerado evento
temprano e iniciador, informacion creciente indica que no es suficiente para conducir la
linfomagénesis (Richter J, et al, 2012), en parte, porque su sobreexpresion no solo
implica un estimulo proliferante sino la activacién de apoptosis (Campo E, 2012). De tal
forma que deben existir mecanismos que permitan equilibrar el balance hacia la
proliferacién de células tumorales. Las primeras respuestas a esto fueron encontradas
con la identificaciébn de mutaciones somaticas frecuentes en los genes que codifican para
el TCF3 (Transcription factor 3) y su regulador negativo, el gen ID3 (DNA-binding protein
inhibitor). Estas mutaciones fueron observadas en el 40% de LB Endémicos, 70% de LB
Esporadicos y 67% de LB asociados a VIH, correspondiendo en el LB tipo esporadico el

58% a mutaciones del gen ID3, 11% a mutaciones del TCF3 y en el 13% a mutaciones
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de ambos genes (Richter y cols, 2012) (Schmitz y cols, 2012) (Schmitz R, 2014). Asi,
TCF3 promueve la sobrevida y proliferacion de células linfoides activando las vias de
sefalizaciéon BR/PI3K y modulando la expresion de genes del ciclo celular como CCND3
(Campro E. 2012).

Estos nuevos hallazgos, dan lugar a una mejor definiciébn de las caracteristicas genéticas
de este tumor y ofrecerdn un mejor entendimiento de la carcinogénesis, aspectos
esenciales para la busqueda de nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas,
necesarias en regiones donde esta entidad es endémica y en paises como el nuestro

donde su diagnostico es aun tardio.

Por otro lado, no menos interesante es la presencia de 3 casos (12.5%) con ausencia de
translocacion. Dos de ellos mostraron morfologias atipicas y expresion de Bcl2 lo cual
esta en contra con un diagnostico de Linfoma de Burkitt y favorecen Linfoma B difuso de
célula grande, pero el restante mostraron caracteristicas morfolégicas e

inmunofenotipicas compatibles con LB.

En otras series, entre el 5 al 10 % de casos no se logra demostrar la translocaciéon del
MYC por métodos citogenéticos ni mediante técnicas moleculares como FISH (De Flaco
et al, 2015) (Swerdlow 2008). Al respecto, Salaverria I. y cols, consideran que en muchos
casos no fue aplicado un set completo de sondas necesarias para excluir variantes raras
de translocaciones. Otras posibles causas propuestas incluyen: fallas técnicas de FISH,
rupturas de pequefos fragmentos que se insertan en el locus de genes de las IG y que
no logran ser reconocidos con las sondas disponibles, puntos de ruptura localizados
fuera de la region cubierta por la sonda (Jaffe ES, et al, 2011) o incluso otros
mecanismos como los epigenéticos (Lindstrom MS, et al, 2002) en especial, los
relacionados con la expresion de microRNAs. Para De Falco y cols, la regulacion a la
baja de los miembros de la familia de microRNAs hsa-miR-29 podria ser un posible
mecanismo que llevan a la sobreexpresion de la proteina MYC en casos de LB sin la
translocacion. Otros miRNA como hsa-mir-34b has sido planteados como un posible

mecanismo patogénico sustituyente de la translocacion (Leucci E, et al, 2008)
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Este hallazgo es también importante por la reciente descripcibn de una entidad
denominada Linfoma de Burkitt-like con anormalidades del 11 q (Swerdlow SH, et al,
2016). Aunque esta es una entidad provisional, aun es controversial si el LB sin
excepcion es definido por la presencia de una translocacion IG-MYC o si existe un
subgrupo de verdaderos LB sin la translocacién (Salaverria I. et al, 2014). Estudios
recientes identificaron casos de linfomas que desde la morfologia, el inmunofenotipo y
mediante perfiles de expresion génica (GEP) eran similares al LB, diferenciandose por la
ausencia de translocaciones del gen MYC (Pienkowska B, et al, 2011) (Ferreriro J, et al,
2015) ((Salaverria I. et al, 2014). Los casos descritos por Salavarria | y cols, documentan
alteraciones en el cromosoma 11q, dado por ganancias proximales incluyendo 11g23.2-
g23-3 y perdidas telomericas de 11g24.1-qter. Ademd&s, mostraron cariotipos mas
complejos, niveles mas bajos de expresion de RNAm de MYC, un cierto grado de
pleomorfismo nuclear, en algunos con un patrén folicular y en todos (3 casos) una

presentacién nodal en menores de 25 afios.

Soportados ademas por la significativa baja expresion de MYC, a nivel de RNAm y a
nivel proteico (De Falco et al, 2015) (Salaverria |, et al, 2014), se sugiere que este gen no
se encuentra activado y que probablemente éste represente un grupo distinto de linfomas
de alto grado que recuerdan pero no son idénticos al LB. Sin embargo, dado el limitado
ndamero de casos es claro que se aun se requieren mas estudios que permitan confirmar

esta entidad provisional y definir en especial las caracteristicas y curso clinico.

Una limitante de este estudio, fue precisamente la no determinacion de sobreexpresion
proteica, al menos mediante estudios de IHQ. Esto nos permitiria demostrar aspectos
concordantes con la enfermedad (sobreexpresion) y la evaluacion de la expresion en el

caso MYC negativo.

Se puede sugerir que este caso (uno o dos) puede corresponder a la nueva categoria

denominada Linfoma B de alto grado, NOS. Este, que reemplaza en 2016 el diagnéstico
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de Linfoma B inclasificado con caracteristicas intermedias entre LB y LBDCG. Ya que
aungue su inmunofenotipo fue concordante con LB y mostraban una apariencia en cielo
estrellado presentaban cierta variacion citoldgica atipica. También se podria plantear que
este podria corresponder a la nueva categoria de Linfomas de Burkitt-like, con
alteraciones del 11, sin embargo no existen criterios claros (Salaverria |, et al, 2014), no
es posible confirmar desde el punto de vista de perfiles de expresibn molecular y
finalmente, ninguna técnica actualmente usada para el diagnéstico genético puede

inequivocamente descartar todas las translocaciones (Jaffe ES, et al, 2011).



9.Conclusiones y recomendaciones

El linfoma de Burkitt en la poblacion pediatrica analizada se caracteriza por afectar de
forma predominante al genero masculino, se presenta en su mayoria entre nifios(a)
menores de 5 afios con una edad media de 6.3 afios. El compromiso mas frecuente
es la cavidad abdominal en region ileocecal (extranodal). La localizacién nodal no se
relaciona a inmunodeficiencias, antecedente no encontrado en ningln caso, pero es
mas frecuente a edades mayores. En 7 casos se registra una presentacion inusual en
maxilar, mandibula y orbita todos con compromiso abdominal asociado y estadio

avanzado.

Esta enfermedad se diagnostica en estadios avanzados IlI-1V y cuando infiltra SNC o
MO lo hace en su mayoria comprometiendo ambos compartimientos. Aunque se
caracteriza por una significativa respuesta a la quimioterapia intensiva, el porcentaje
de remision llega al 74%. Las muertes y recaidas ocurren todas en el primera afio
luego del diagnéstico y son asociadas de forma significativa con género masculino,
infiltracion a SNC y/o MO y estadio avanzado. Aunque la mortalidad mejora en los
ultimos cinco afios de la serie, es mayor a la observada en paises desarrollados,
siendo procesos infecciosos asociados al tratamiento y progresiéon de la enfermedad

la causa de muerte entre los nifios estudiados.
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Con excepciébn de dos casos, los restantes analizados muestran hallazgos
morfolégicos concordantes con el diagndstico de linfoma de Burkitt. En dos casos con
expresion de Bcl2, el diagnostico de Linfoma de Burkitt fue excluido, considerando
gue corresponden a Linfoma B difuso de célula grande y a Linfoma B difuso NOS,

ambos con citologia atipica y ausencia de translocacion del gen MYC.

Se demuestra la existencia de una alta asociacion entre el LB pediatrico y el virus
Epstein Barr, con una frecuencia que es intermedia a lo descrito entre la variante
esporadica y la endémica. Esta frecuencia no se modifica de forma significativa
cuando se analizan solo el grupo de casos con confirmacién de translocacién de
MYC. Este es el primer estudio que permite definir la relacién entre el Linfoma de

Burkitt pediatrico en poblacién colombiana y el EBV.

La infeccién latente por EBV, demostrada por la identificacién de EBER-1 en el tejido
tumoral se asocia de forma significativa con una menor edad (media de 5.1 afios) y
no muestra diferencias con las diversas localizaciones. Junto a la seroconversion de
IgG anti- VCA-EBV encontrada a una edad media de 6.3 afios, se considera que
entre la poblacidn analizada existe una exposicién e infeccion temprana por Epstein
Barr virus, siendo esta una caracteristicas de los LB endémicos, estrechamente

relacionada con factores socioecondmicos.

La alta asociacion con infeccién por EBV apoya las particularidades geogréficas del
LB ya que Colombia, asi como el Africa, Brasil y Papa Nueva guinea son atravesados
por el ecuador, mostrando caracteristicas climéaticas similares y una alta prevalencia
de enfermedades tropicales como la malaria. Aunque se representaron casos de
todas las regiones del pais, no se encontraron diferencias significativas en las
caracteristicas clinicas y prevalencia de EBER 1, en parte por el bajo nimero de

casos.

No existe un patron especifico de respuesta humoral en LB que pueda ser usado
como marcador prondstico o diagndstico de infeccién latente como lo confirman los
resultados. El grado de concordancia encontrado entre hibridacion in situ para EBER-

1 y determinacion de anticuerpos contra VCA-EBV es la espera a causa del azar.
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» Latécnica de hibridacion in situ para EBER-1 mediante metodologia automatizada es
una herramienta Gtil y facil de interpretar. Muestra un alto rendimiento para detectar
RNA viral aun en tejidos archivados por mas de 5 afios, posiblemente en relacién al

gran namero de copias por célula de este RNA.

* Los archivos de tejidos fijados en formol y embebidos en parafina constituyen una
fuente invaluable para la investigacion, sin embargo es necesario asegurar las
condiciones pre analiticas para lograr resultados adecuados en técnicas de FISH. El
tiempo de almacenamiento mayor de 5 afios y posiblemente las diferentes parafinas
usadas fueron los factores mas significativos para la no obtencién de una sefal de

hibridacién.

« Latranslocacion del gen MYC (8;14)(g24;932) y sus variantes (1(8;22)(q24;q11) - t(2;
8)(q12;g24)) son consideradas el mecanismo de activaciéon y marcador molecular del
LB. En este estudio se logra confirmar este mecanismo en 21/23 casos, mediante
sondas break apart, aunque sin determinar el tipo de translocaciéon dadas las

caracteristicas de la sonda.

e En dos de tres casos sin rearreglos del gen MYC, se confirman hallazgos
morfolégicos y inmunofenotipicos en contra de un diagnostico de Linfoma de Burkitt.
El caso restante con ausencia de translocacion presenta caracteristicas clinicas,
morfolégicas e inmunofenotipicas de Linfoma de Burkitt, planteando mudltiples
interrogantes sobre sus causa. A considerar, relacionadas a la técnica, tipo de
translocacion, mecanismos epigenéticos o una nueva categoria diagnostica incluida
en la nueva clasificacion de la OMS. Para confirmar este ultima consideracion, se
requeriria la confirmaciéon molecular desde el punto de vista de perfiles de expresion y
posiblemente un panel mas amplio de sondas que permitan descartar otras

translocaciones que involucren el gen MYC.

» Este estudio extiende el conocimiento actual de los linfomas B agresivos en poblacién
pediatrica Colombiana, especificamente del Linfoma de Burkitt; una de las neoplasias

solidas mas frecuentes entre la poblacion pediatrica. Este documento aporta
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informacién sobre aspectos clinicos, patolégicos y moleculares no antes detallados
en esta entidad, ademas ofreciendo una descripcion fuera de las regiones endémicas
0 esporadicas clasicas, lo cual permitira una mejor caracterizacion de la enfermedad

al redor del mundo.

Los resultados del presente estudio permiten sugerir que el LB en poblacién
pediatrica exhibe caracteristicas intermedias entre la forma endémica y esporadica
con una alta asociaciéon con EBV, edad de presentacién temprana, localizaciones que
incluyen huesos faciales e incidencia intermedia. Probablemente factores
socioecondémicos y geogréaficos estén relacionados, asi como la desnutricion;
resaltando la necesidad de estudios epidemiolégicos que involucren diferentes

regiones del pais y un andlisis mas amplio de las caracteristicas moleculares.

Se espera que este sea el punto de partida de nuevos trabajos de investigacion que
permitan validar estos resultados en escenarios mas controlados. Asi mismo, que
logren explorar otras caracteristicas moleculares en Linfoma de Burkitt para mejorar
el entendimiento de la enfermedad y la busqueda de terapias que interfieran con la

sefalizacién del EBV, las cuales impactarian en poblaciones como la nuestra
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de datos.

https://docs.google.com/forms/d/1w8P1Jcpf5XTYrnQjuJjVKOpVQMzfe

LmUmOk5cS6SP60o/viewform.

LINFOMA DE BURKITT

L IDENTIFICACION

L1 ANO DEL DIAGNOSTICO

L1 QUIRURGICO
: EDAD
: GENERO

0 MASCULINO

0 FEMENINO

ANTECEDENTESDE IMPORTANCIA

]

ANTECEDENTES

(o} Algun Cancer Familiar
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O O O O o o

O O 0O 0o o o o o o

O O o o

No Cancer Familiar
Inmunodeficiencia

Otro

REGION DE PROCEDENCIA O RESIDENCIA

REGION ANDINA
REGION CARIBE
REGION ORINOQUIA
REGION PACIFICO
REGION AMAZONIA

SIN INFORMACION

IMPRES ON CLINICA

]

SITIO ANATOMICO DE COMPROMISO TUMORAL

A
i

SITIO ANATOMICO EXTRANODAL

CAVIDAD ORAL

ORBITA

NASOFARINGE

CAVIDAD ABDOMINAL

HUESO Y TEJDOS BLANDOS

CAVIDAD ABDOMINAL Y ORAL

ORBITA Y CAVIDAD ABDOMINAL
NASOFARINGE Y CAVIDAD ABDOMINAL

OTROS

SITIO ANATOMICO CAVIDAD ABDOMINAL

REGION ILEOCECAL

RETROPERITONEO

OTROS

NO APLICA

SITIO ANATOMICO NODAL
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GANGLIOS CERVICALES

GANGLIOS TORACICO

OTROS

O O o o

NO APLICA

DIAGNOSTICO TUMORAL

LINFOMA B DE TIPO BURKITT

LINFOMA DE BURKITT-LIKE O LINFOMA B DE ALTO GRADO INCLASIFICABLE
LEUCEMIA TIPO BURKITT

LINFOMA DE ALTO GRADO MAS PROBABLE DE TIPO BURKITT
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O O O O o o

OTRO

DIANGOSTICO CLINICO

]

ESTADIO

ESTADIO|
ESTADIOII
ESTADIOII

ESTADIO IV

O O O o o
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INFILTRACION MEDULA OSEAidentificada durante e seguimiento

o Sl
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o SIN INFORMACION

INFILTRACION A SNC

o Sl
o NO

o SIN INFORMACION

TRATAMIENTO

0 PROTOCOLO LNHB 89
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PROTOCOLO BFM 90 O 95

COPADM

COMP

RADIOTERAPIA HOLOENCEFALICA Y/O RAQUIS
TERAPIA DE RESCATE R-ICE

SIN INFORMACION

O O O o o o o

OTRO

SEROLOGIA PARA EBV IGG VCA

POSITIVO
NEGATIVO

NO REALIZADA

O O o o

SIN INFORMACION

SEROLOGIA PARA EBV IGM VCA
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NEGATIVA

NO REALIZADA

O O o o

SIN INFORMACION
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2 ANOS
3ANOS
4 ANOS
5ANOS
6 ANOS
7 ANOS
8 ANOS

MAS DE 9 ANOS

O O 0O 0O o O o o o o
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EVENTOSDURANTE EL SEGUIMIENTO

o

MUERTE

ALTA/EN REMISION

o

o

EN TRATAMIENTO
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o O

o

O O O O o o O O O O o o O O O O o o

O O O O o o

RECAIDA

SIN INFORMACION

OTROS

CD20

POSITIVO
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OCASIONALES O ACOMPANANTES
NO SE REALIZA

NO INTERPETABLE

SIN INFORMACION

CD79
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OCASIONALES O ACOMPANANTES
NO SE REALIZA

NO INTERPETABLE

SIN INFORMACION

CD10
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NO SE REALIZA
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POSITIVO
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BCL6
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O O O O o o O O O O o o O O O O o o

O O O O o o

O O o o
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OCASIONALES O ACOMPANANTES
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NO SE REALIZA
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SIN INFORMACION

CD30

POSITIVO
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OCASIONALES O ACOMPANANTES

NO SE REALIZA
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o
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IHQ PARA EBV

o
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O O O O o o

SIN INFORMACION
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]

HISTORI CLINICA DISPONIBLE

o Sl
o NO

Submit

Never submit passwords through Google Forms.
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