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RESUMEN

El linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el subtipo de linfoma no Hodgkin más común a nivel mundial, y de alta frecuencia en latitudes latinoamericanas. Actualmente, estudios en linfoma se han enfocado en investigar factores genómicos que puedan predecir respuesta y pronóstico. Sin embargo, estos estudios no han sido realizados en la población Latinoamericana. 

[bookmark: _GoBack]El objetivo del presente estudio es determinar el perfil genómico Latinoamericano de 405 genes bajo secuenciación de DNA y 265 genes bajo secuenciación de RNA en pacientes con LDCGB en 7 hospitales latinoamericanos, diagnosticados en el periodo 2019-2021.

El diseño de este estudio es observacional, transversal, prospectivo, con recolección de fuentes secundarias. La recolección de datos se realizará de las historias clínicas de estos pacientes, los cuales incluirán datos epidemiológicos como edad, sexo, datos anatomopatológicos y de laboratorio, portadores de un diagnóstico confirmado de LDCGB de novo o en recaída/refractarios. Las muestras anatomopatológicas de estos pacientes serán usadas para análisis genómico mediante el uso de la plataforma FoundationOne Heme®. La data obtenida será analizada para determinar factores predictivos de respuesta y de pronóstico. 
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CAPITULO I INTRODUCCIÓN

1.1. 	Marco teórico

El Linfoma difuso de células grandes B (LDCGB) es el linfoma no Hodgkin más común, presentándose con una frecuencia de aproximadamente 30 a 40% de casos de linfoma a nivel mundial (1). En nuestro continente se estima que más del 60% de todos los linfomas de células B diagnosticados pertenecen a esta entidad, como se observó en el estudio argentino – francés de Diumenjo et al donde Perú y Ecuador ostentan las tasas más altas observadas en la región (62% ambos), superando a Colombia (60%) y Chile (59%), ampliamente aún a Bolivia (47%) y Brasil (50%) (2). En Perú, en un estudio de Beltran et al, que recabó 1014 pacientes diagnosticados entre 2002 y 2006, el LDCGB representó el 58.8% de todos los linfomas de células B diagnosticados, y donde finalmente se plantea que la incidencia y prevalencia de esta patología es más comparable con rangos provenientes de Asia, muy probablemente asociado a factores de riesgo similares y orígenes étnicos y de transición demográfica (3).


El LDCGB es más frecuente en pacientes ancianos, con una mediana de edad en la séptima década, aunque también ocurre en adultos jóvenes y rara vez en niños.  Es definido como una neoplasia de células grandes B dispuestas en patrón difuso. Las células grandes se definen por las células linfomatosas, las cuales son más grandes que los núcleos de histiocitos benignos evaluados en el mismo corte de tejido (4). 

Este tipo de linfoma se clasifica en dos grupos: los no especificados (NOS), que representan la gran mayoría de casos, y los especificados, dentro de los cuales se tienen los siguientes subtipos: rico en histiocitos/células T, primario mediastinal,  tipo intravascular, primario del SNC, primario cutáneo tipo pierna, positivo al Epstein Barr virus y asociado con inflamación crónica; cada uno de estos últimos con sus propias y especificas características clínicopatológicas, acorde con la cuarta edición de la Clasificación de neoplasias linfoides, mieloides y leucemias de la Organización Mundial de la Salud, actualizada y publicada en 2016 (5). En esta edición, se realizan modificaciones referidas a la clasificación según sus células de origen (COO), lo cual hace oficial la clasificación de los subtipos centrogerminal (GCB) versus linfocitos B activados (ABC, o no GCB), y según la expresión del MYC y el BCL2 (linfoma doble expresor) y asimismo, la separación en dos nuevas categorías para aquellos linfomas anteriormente denominados inclasificables, por compartir características de LDCGB y de linfoma de Burkitt, para ajustarse según su expresión de BCL2, BCL6 o MYC, siendo a la actualidad catalogados como “Linfomas de células B de alto grado” con translocaciones MYC y BCL2 y/o BCL6 (también denominados, linfomas doble hit o triple hit), o “Linfomas de células B de alto grado” de subtipo NOS (6). 


Los perfiles de expresión génica (GEP) son el estándar de oro para la determinación de las células de origen (COO) en LDCGB, además varios estudios independientes han demostrado el valor pronóstico de GEP usando subconjuntos de genes separados (7,8). Múltiples algoritmos de inmunohistoquímica (IHQ) han sido desarrollados para el análisis de COO, siendo el más comúnmente empleado el desarrollado por Hans et al (9). La correlación de estos perfiles de IHQ con determinación de COO por GEP no es perfecta ya que GEP reconoce un grupo indeterminado mientras que los algoritmos IHQ son clasificadores dicotómicos (GC y no GC) (10). Finalmente, también tiene un correlato histológico pues, a menudo los subtipos centroblásticos suelen ser GCB, en tanto que los inmunoblásticos suelen ser ABC (6). En el algoritmo de Hans, el más utilizado en nuestro medio, los tumores centrogerminales son CD10+ o BCL6+/CD10–/MUM1–, y los tumores no centrogerminales son CD10–/MUM1+ (BCL6 puede ser positivo o negativo) (11). Otros algoritmos de utilidad son el de Choi (12) y Visco – Young (13), que utilizan entre 3 a 4 anticuerpos, todos validados en su rol pronóstico.  

En 2019, Perfecto Y publicó un análisis discriminativo, basado en el uso de inteligencia artificial (machine learning), denominado algoritmo Perfecto – Villela (14), con el cual evidenciaron una superioridad respecto a los algoritmos ya mencionados basados en mediante inmunohistoquímica, bajo una combinación simple bayesiana de CD10, FOXP1, GCTE1 y MUM1, determinaron una mejor concordancia y tipificación de los subtipos GCB y ABC.  

A su vez, esta subtipificación tiene correlatos biológicos y genéticos; por ejemplo, t(14;18)(q32;q21)/IGH-BCL2 usualmente ocurre en el subtipo GCB, como también las amplificaciones del CREL, y las mutaciones de los genes EZH2, GNA13, que tienen que ver con metilación y acetilación de histonas, asimismo la vía del PI3K y la vía del JAK-STAT; en tanto que la activación de la vía NF-kB es más prominente en el subtipo ABC, donde se sabe que los genes mutados corresponden al CD79A/B, MYD88 y CARD11 (15).

Por su parte, el desarrollo de un panel genético también tiene relevancia en términos pronósticos pues alteraciones genéticas en los genes KLHL14, BTG1, PAX5 y CDKN2A se asocian con una significativa peor supervivencia en LDCGB ABC. Alteraciones en el gen CREBBP se asocian a una supervivencia favorable en este subtipo. En tanto que en el grupo LDCGB GCB, las alteraciones genéticas en los genes NFKBIA, NCOR1 se asocian con un peor pronóstico, mientras que las alteraciones en EZH2, MYD88 y ARID5B están todas asociadas con un pronóstico significativamente mejor (16). Plataformas como Lymph2Cx assay ® basadas en la evaluación de 20 genes mediante tecnología Nanostring ® permiten el conocimiento de estos perfiles genómicos (17). Un estudio observacional reciente de Reddy y cols (18) exploró de forma retrospectiva un panel de 150 impulsores genes en 1001 pacientes portadores de LDCGB, nuevamente bajo tecnología Nanostring ® y la biblioteca GeCKO v2 (genome-wide human single guide, sgRNA), desarrollando inclusive un modelo de riesgo genómico que comprende alteraciones genéticas, subtipo de LDCBG COO, puntaje IPI y expresión dual de MYC y BCL2, con un mejor valor predictivo que los scores clínicos o por célula de origen individuales. 

Al momento, el estándar de quimioinmunoterapia sigue siendo el esquema R-CHOP administrado cada 21 días, basado en los estudios del grupo GELA (Groupe d’Etudes des Lymphomes de l’Adulte), que demostraron una tasa de respuesta de 76%, una PFS de 66 % y una supervivencia global de 70% a 2 años (19,20), y que han sido validados a la actualidad bajo publicaciones recientes como el estudio de Bartlett N y cols (21), en donde no se demostró una superioridad de otros regímenes como R-DA-EPOCH, lo que permite que al día de hoy, no exista diseñada una estrategia de tratamiento diferente o individualizada para estos pacientes, pese a que se continúan planteando diferentes objetivos terapéuticos con otras drogas adicionales (22). 



1.2.	Fundamento lógico del estudio.


El avance de la medicina de precisión es innegable, con un enfoque que se dirige hacia la evaluación más específica para cada paciente, reuniendo el conocimiento de la biología molecular y la genética del individuo y de una enfermedad, a la actualidad, siendo de alta relevancia en oncología molecular y clínica (23). LDCGB es una entidad que está en constante caracterización y tipificación a nivel molecular, dada la identificación de las vías moleculares relacionadas a los 3 subtipos principales identificados basados en célula de origen (COO): subtipo Centro Germinal (GCB), subtipo Linfocito B Activado (ABC) y el Linfoma B Primario Mediastinal (PMBL), elaborada esta clasificación en base al conocimiento de perfiles de expresión génica (GEP) (24). 


En estos últimos 2 años, se han publicado investigaciones relacionadas a la utilización de paneles mutacionales para la tipificación de perfiles de alto riesgo, paralelos al uso de COO (25–27). Chapuy B y cols (2018) lograron la identificación de 5 grupos o clusters, con caracterizaciones, expresiones mutacionales y ordenamientos temporales diferentes entre sí, utilizando cohortes prospectivas para un análisis de 304 pacientes, con lo cual realmente amplían el panorama en cuanto a mutaciones, rearreglos y alteraciones genéticas a tener en cuenta para una correlación clínica y terapéutica posterior (28). Schmitz y cols estudiaron 574 biopsias positivas a LDCGB y un panel mutacional de 372 genes, con lo cual identificaron 4 prominentes subtipos genéticos según la ocurrencia de determinadas mutaciones, con diferencias en respuestas a quimioinmunoterapia y firmas de expresión génica, lo cual desde ya constituye un profundo aporte para medicina de precisión en LDCGB (29). Finalmente, Dubois y cols (2019) evaluaron en 223 pacientes para un panel mutacional de 34 genes, asociados a linfomagénesis, observando si existen asociaciones entre las alteraciones genómicas e inmunohistoquímica y determinar las variaciones entre las subpoblaciones, comparando incluso con los clusters planteados por Chapuy, mencionado previamente (27). 


Otras plataformas genómicas utilizadas son la FoundationOne Heme ®, la cual comprende 405 genes bajo secuenciación DNA y 265 genes bajo secuenciación RNA, validados en LDCGB en un paper de He y cols (30), publicado en 2015, mismo que evaluó 125 pacientes, confirmando alteraciones genómicas previamente descritas en LDCGB, como cambios en MLLT3 (39,2%), TP53 (31,2%), CDKN2A (30,4%), BCL2 (28,8%), BCL6 (20%), CREBBP (20%) y MYC (12%). Es importante destacar que también se detectaron alteraciones en varios genes con asociaciones terapéuticas conocidas, incluidos EZH2 (11,2%), TET2 (8,8%), CD79 (7,2%) y PTEN (4,8%), con lo cual se describe el complejo paisaje genómico de los LDCGB. 


 
1.3.	Justificación del estudio.


El manejo de los pacientes oncohematológicos sigue siendo un reto terapéutico. Esta realidad debería de haber cambiado con la introducción de las terapias de precisión, las cuales representan un gran avance en el tratamiento de estos pacientes; sin embargo, para que estas terapias sean realmente efectivas tienen que ser administradas en casos de mutaciones blanco específicas para estas terapias. 


Lamentablemente, hacer este diagnóstico, aún con el uso de las tecnologías de secuenciación de próxima generación, no es una tarea fácil. Esto se debe a una serie de problemas tanto técnicos (desafíos analíticos y de interpretación clínica) como de costos. Afortunadamente, estos problemas pueden ser resueltos en gran medida con el desarrollo de pruebas rápidas para el diagnóstico de la susceptibilidad de cada cáncer a sus respectivas terapias de precisión. No obstante, previo a ello, debemos validar los paneles de biomarcadores que nos permitirían diagnosticar dicha susceptibilidad y, segundo, desarrollar las pruebas rápidas específicas para los cánceres más prevalentes en nuestra población. 


Por tanto, es crucial investigar y tipificar el perfil de biomarcadores moleculares que caracteriza a cada neoplasia en nuestra población. Esto último es especialmente relevante en poblaciones como la nuestra donde el cáncer es un problema relevante de salud pública y considerando que los linfomas no Hodgkin son el 5° tipo de neoplasia más prevalente en nuestra población y países de la región (31). 


Es por ello que en el presente estudio se busca determinar qué biomarcadores moleculares nos permitirían discriminar el pronóstico y la predictibilidad ante terapias de medicina de precisión actualmente disponibles o en investigación para el LDCGB en Latinoamérica.


1.4.	Importancia del estudio.


La importancia de este estudio radica en identificar un perfil genómico con valor predictivo y pronóstico para nuestros pacientes portadores de LDCGB en nuestro continente, con lo cual se aporta un conocimiento de alto valor científico que busca tener aplicabilidad clínica y terapéutica, asimismo, se posiciona en paralelo a las políticas mundiales de estudio genético y molecular de las diferentes neoplasias basado en un modelo de medicina de precisión y sigue la línea de investigación en enfermedades no transmisibles: cáncer, mismo que se encuentra dentro de las líneas de investigación prioritarias de salud del Instituto Nacional de Salud del Perú 2016-2021, del Instituto de Evaluación de Tecnologías en Salud e Investigación (IETSI) y los demás Institutos de Investigación latinoamericanos.



CAPITULO II OBJETIVOS DE INVESTIGACION


2.1.	Objetivo general

Determinar el perfil mutacional en tres grupos de pacientes con linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) de novo (1) pacientes con LDCBG que hayan tenido una respuesta completa al tratamiento y con un tiempo libre de enfermedad de al menos 2 años, (2) pacientes con LDCBG que hayan tenido una respuesta completa a la primera línea de  tratamiento pero con recaída dentro de los primeros dos años del tratamiento, y (3) pacientes con LDCBG refractaria al tratamiento.

2.2.	Objetivos específicos


· Describir los parámetros clínicos y laboratoriales de cada grupo de pacientes con LDCGB de novo.

· Estimar las curvas de supervivencia global a 3 años en todos los pacientes y en cada grupo de LDCBG.

· Investigar que hallazgos genómicos (ej., mutaciones) se asocian con una mejor o peor respuesta al tratamiento de primera línea. 

· Investigar que hallazgos genómicos (ej., mutaciones) se asocian con una mejor o peor sobrevida global y sobrevida libre de enfermedad después de la primera línea. 


CAPÍTULO III   METODOLOGIA


3.1.	Diseño de estudio.

El presente estudio es de tipo observacional, transversal, retrospectivo, multicéntrico.


3.2. 	Población.

		El universo de estudio está definido como la población de pacientes con diagnóstico de LDCGB sea de novo, refractarios o en recaída después de primera línea, pertenecientes a los países seleccionados del por el grupo GELL, con biopsia realizada dentro de los últimos 3 años del inicio del estudio.


3.3. Marco muestral 

		
El tamaño muestral fue calculado bajo la fórmula para estimación de proporciones, para lo cual se consideró el promedio de pacientes diagnosticados con LDCGB en Latinoamérica, promediado en 19,933 pacientes, basado en la data latinoamericana en prevalencia de linfomas no Hodgkin de Globocan y el estudio ya mencionado de Diumenjo et al respecto a las frecuencias encontradas en cada país latinoamericano  (2,32), basado en un nivel de confianza de 95%, una precisión de 3% y una proporción esperada en 5% (16), asimismo una proporción esperada de pérdidas de 5%, se calcula un marco muestral en 210 pacientes, estimado considerando las características del estudio retrospectivo..



3.3.1. Criterios de selección. 

3.3.1.1. Criterios de inclusión.

· Pacientes mayores de 18 años con diagnóstico histopatológico de LDCGB de novo tipo NOS de novo con biopsia diagnóstica entre los años  Julio 2019 a Agosto 20212018 y 2021 , y que cumpla con los siguientes parámetros:  
a) Que el paciente tenga biopsia incisional/excisional ganglionar:
i. Remisión completa por los últimos 2 años (Grupo 1), o
ii. Remisión completa al final del tratamiento pero que progresó dentro de los primeros 2 años del diagnóstico (Grupo 2), o
iii. Enfermedad refractaria al tratamiento definida como paciente que no alcanzó una respuesta completa, o que haya progresado durante el tratamiento con quimioterapia (Grupo 3).
b) Que las muestras anatomopatológicas contengan suficiente material para secuenciamiento (determinado por el investigador principal).
c) Que se cuente con la información clínica y de seguimiento completa requerida por el estudio.
d) Que haya recibido tratamiento sistémico basado en antraciclinas como con R-CHOP., o R-EPOCH, o similar.
e) Que cuente con consentimiento informado del paciente o guardián legal. 
f) Si Myc mayor a igual al 40% en IHQ con fenotipo centrogerminal, realizar FISH para Myc.

3.3.1.2. Criterios de exclusión.

· Pacientes con diagnóstico LDCGB transformado. 
· 
· Linfoma asociado a infección con HIV.
· Linfoma mediastinal
· EBER (+) o LMP1(+) por IHQ y aquellos con expresión Myc> 80%
· Linfoma Doble/Triple Hit 
· Linfoma B primario del sistema nervioso central.


3.4. Definición operacional de variables.
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	Variable
	Definición
	Tipo de variable por su naturaleza
	Escala de medición
	Categorías y sus valores 
	Medio de verificación

	Edad
	Tiempo de vida desde su nacimiento al momento del diagnóstico patológico
	Cuantitativa
	Razón
	-   18 - 100
	Reporte en la historia clínica

	Sexo
	Condición biológica que distingue entre masculino o femenino
	Cualitativa Dicotómica
	Nominal
	- Femenino:0
- Masculino: 1
	Reporte en la historia clínica

	Estado basal (ECOG)
	Valoración de las capacidades del paciente en su vida diaria manteniendo al máximo su autonomía según las definiciones dadas por la Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
	Cualitativa
	Ordinal
	- ECOG 0:0
- ECOG 1:1
- ECOG 2 - 4 :2

	Reporte en la historia clínica de datos clínicos

	Estadio clínico
	Cantidad o grado de diseminación del cáncer en el organismo de acuerdo a la clasificación Ann Arbor.
	Cualitativa
	Ordinal
	- EC I-II: 0
- EC III-IV: 1
-

	Reporte en la historia clínica de datos anatomopatológicos, imagenológicos o clínicos.

	Foco primario
	Tumor primario desde donde se diagnostica la primera región con linfoma por imagen o toma de biopsia anatomopatológica
	Cualitativa
Dicotómica
	Nominal
	- Ganglionar: 0
- Extraganglionar: 1
	Reporte en la historia clínica de datos anatomopatológicos, imagenológicos o clínicos.

	Síntomas B
	Síntomas sistémicos de fiebre, sudores nocturnos, y pérdida de peso de más del 10% en periodos cortos de tiempo, que pueden estar asociados al cuadro clínico del linfoma
	Cualitativa
Dicotómica
	Nominal
	· Si: 0
-   No: 1
	Reporte en la historia clínica.

	Hemoglobina pre-tratamiento antineoplásico
	Hemoproteína de la sangre, de color rojo característico, que transporta el dioxígeno hacia los tejidos
	Cuantitativa continua
	Razón
	0 – 25
	Hemograma previo a primer tratamiento antineoplásico

	Neutrófilos pre-tratamiento antineoplásico
	Glóbulo blanco de tipo granulocito, de producción en la médula ósea
	Cuantitativa discreta
	Razón
	0 – 100 000
	Hemograma previo a primer tratamiento antineoplásico

	Linfocitos pre-tratamiento antineoplásico
	Célula sanguínea de pequeño tamaño, responsable de la respuesta inmunitaria.
	Cuantitativa discreta
	Razón
	0 – 100 000
	Hemograma previo a primer tratamiento antineoplásico

	Monocitos pre-tratamiento antineoplásico
	Célula sanguínea responsable de la producción de macrófagos, de producción a nivel médula ósea
	Cuantitativa discreta
	Razón
	0 – 100 000
	Hemograma previo a primer tratamiento antineoplásico

	RDW-CV pre tratamiento (%)

	Ancho de distribución eritrocitaria- coeficiente de variación
	Cuantitativa continua
	Razón
	0-100
	Hemograma previo a primer tratamiento antineoplásico

	Albúmina pre-tratamiento antineoplásico
	Proteína de producción hepática, que se encuentra a nivel plasmático, responsable de la presión oncótica.
	Cuantitativa continua
	Razón
	0 – 10
	Perfil hepático previo a primer tratamiento antineoplásico

	LDH pre-tratamiento antineoplásico
	Enzima catalizadora de lactato a ácido pirúvico
	Cuantitativa discreta
	Razón
	0 – 10 000
	Examen de LDH previo a primer tratamiento antineoplásico

	IPI (International Prognostic Index)
	Escala pronóstica validada para Linfoma no Hodgkin difuso de células grandes B
	Cualitativa
	Ordinal
	· Bajo Riesgo (0-1 ptos): 0
· Intermedio bajo Riesgo (2 ptos): 1
· Intermedio alto Riesgo (3 ptos): 2
· Alto Riesgo (4-5 ptos): 3
	Escala IPI calculada de la historia clínica

	
CD10

	Anticuerpo de la proteína: Cluster of differentation 10
	Cualitativa
	Nominal
	· Negativo: 0
· Positivo : 1
	Determinada por estudio de Inmunohistoquímica

	
MUM1

	Anticuerpo contra la proteína: Multiple myeloma oncogene 1 

	Cualitativa
	Nominal
	· Negativo: 0
· Positivo : 1
	Determinada por estudio de Inmunohistoquímica

	
BCL6

	Anticuerpo contra la proteína: B‐cell lymphoma 6

	Cualitativa
	Nominal
	· Negativo: 0
· Positivo : 1
	Determinada por estudio de Inmunohistoquímica

	
Ki67(%)

	Marcador de proliferación celular
	Cuantitativa discreta
	Razón
	· 0 – 100
	Determinada por estudio de Inmunohistoquímica

	
Myc

	Expresión de la proteína Myc por inmunohistoquímica
	Cualitativa
	Nominal
	· Negativo: 0
· Positivo : 1
	Determinada por estudio de Inmunohistoquímica

	
Clasificación Hans 


	Clasificación de LCBG de acuerdo al algoritmo de inmunohistoquímica por Hans.
	Cualitativa
	Nominal
	· Centrogerminal:   0
· No-centrogerminal:1
	Determinada por Inmunohistoquímica

	Biomarcadores moleculares
	Panel de mutaciones 405 genes secuenciación DNA y 265 genes secuenciación RNA
	Cualitativa
	Nominal
	· Negativo: 0
· Positivo: 1
	Muestras de anatomía patológica recabadas de los pacientes.

	Tipo de tratamiento administrado para 1era línea
	Terapéutica administrada indicada para el tratamiento de neoplasia
	Cualitativa
	Nominal
	

-  R-CHOP: 0
-  R-EPOCH: 1
-  R-miniCHOP: 2
-  Otros: 3


	Reporte en la historia clínica

	Tipo de tratamiento administrado para refractario/recaída
	Terapéutica administrada indicada para el tratamiento de neoplasia
	Cualitativa
	Nominal
	

-  R-ICE:       0
-  R-DHAP:    1
-  R-GDP:      2
-  R-GEMOX: 3
-  R-ESHAP:   4
-  Otros:          5


	Reporte en la historia clínica

	Respuesta clínica a paciente de Novo / primera recaída
	Respuesta obtenida al tratamiento del LDCGB acorde con los criterios de Cheson. 
	Cualitativa
	Nominal
	-  RC: 0
-  RP: 1
-  NR: 2
	Evaluación de la respuesta clínica bajo exámenes de imagen consignados en la historia clínica

	Recurrencia de enfermedad
	Reaparición del linfoma luego de un período de tiempo no definido detectable por métodos clínicos – imagenológicos, sea en el mismo lugar que el tumor original (primario) o en otra localización del organismo.
	Cualitativa Dicotómica
	Nominal
	· No:0
· Si:1
	Evaluación de la respuesta clínica bajo exámenes de imagen consignados en la historia clínica

	Recaída temprana
	Recurrencia de enfermedad a menos de un año de estar recibiendo tratamiento de quimioinmunoterapia 
	Cualitativa dicotómica
	Nominal
	· No: 0
· Si:1
	Según lo reportado en la historia clínica

	Recaída tardía
	Recurrencia de enfermedad a más de un año de estar recibiendo tratamiento de quimioinmunoterapia 
	Cualitativa dicotómica
	Nominal
	· No: 0
· Si:1
	Según lo reportado en la historia clínica

	
Trasplante autólogo

	Trasplante de células hematopoyéticas de una persona a sí misma.

	Cualitativa dicotómica
	Nominal
	· No: 0
· Si:1
	Según lo reportado en la historia clínica

	
Trasplante alogénico

	Infusión de células de progenitores hematopoyéticos de un donante sano HLA compatible parcial o totalmente a paciente sometido a acondicionamiento.

	Cualitativa dicotómica
	Nominal
	· No: 0
· Si:1
	Según lo reportado en la historia clínica

	Sobrevida total
	Número de años que vive la persona desde que se le hace el diagnóstico anatomopatológico hasta su fallecimiento
	Cuantitativa continua
	Razón
	- 0 – 84 años
	Años registrados en la historia clínica

	Estatus de sobrevida
	Estado vital del paciente en el punto de corte del investigador
	Cualitativa Dicotómica
	Nominal
	· Vivo: 0
· Fallecido: 1
	Según su último contacto reportado en la historia clínica

	Muerte asociada a LDCBG 
	Etiología que condujo a deceso al paciente asociado a linfoma
	Cualitativa Dicotómica
	Nominal
	· SI: 0
· No: 1
	Causa de muerte reportada en la historia clínica



3.5. 	Procedimientos y técnicas de recolección de información.

	Para el presente estudio, se realizará un análisis de datos secundario donde se obtendrá los datos clínicos desde la historia clínica para ser llenado en una base de datos de Excel, que tendrá las variables de estudio de acuerdo a la operacionalización de las variables ya referidas.

Las variables cualitativas serán resumidas según su frecuencia relativa y frecuencia absoluta, mientras que las variables cuantitativas serán resumidas según su media ± desviación estándar. 

Respecto al material anatomopatológico, los tacos de parafina serán obtenidos del Departamento de Anatomía Patológica de cada hospital /Instituto de cada país para su procesamiento, para esto se seguirán los protocolos de conservación y uso de las muestras, establecidos de cada institución. 


           Técnica de inmunohistoquímica

      	Se dispondrán de muestras incluidas en parafina para tinciones de hematoxilina- eosina e inmunohistoquímica. Las muestras en tacos y láminas serán evaluadas en un plazo de 48 horas para determinar si catalogan para poder llevarse a cabo las pruebas genómicas, tanto en aspectos de área y volumen de superficie, como de porcentaje de contenido tumoral, el cual debe ser como mínimo mayor al 20% (proporción de células malignas nucleadas respecto del total de células). Los anticuerpos monoclonales utilizados para la inmunotinción serán CD10 (Dako, 56C6), CD20 (Dako, L26), Bcl-2, Bcl-6 (Dako, PG-B6p), MUM-1 (Dako, MUM-1p), cMYC (Dako, Y69) y Ki67 (Dako, MIB-1). Se utilizará el algoritmo de Hans para categorizar las muestras como Centrogerminal (CG) y No centro germinal (NCG) (33,34) . Una expresión mayor o igual al 30% para CD10, MUM-1 y BCL6 será considerado como positivo. Los casos de doble expresión serán definidos por la expresión inmunohistoquímica positiva de MYC en ≥40% de células tumorales y una expresión de Bcl-2 o Bcl6 de ≥50%, según lo define actualmente la Organización Mundial de la Salud (34). En los casos en los que se hayan realizado rearreglos genómico a través de FISH para MYC, Bcl-2, y Bcl-6 serán también abstraídos en la base de datos. 

Todas las muestras tumorales serán evaluadas independientemente por hematopatólogos del centro de procesamiento de referencia.

            Técnica para perfil mutacional (Foundation One Heme®)

      	Para la evaluación de los perfiles mutacionales se empleará FoundationOne Heme® del laboratorio Roche. Se procesarán un total 210 muestras de pacientes latinoamericanos con LDCGB de novo: 150 muestras serán del grupo 1; 30 muestras del grupo 2, y 30 muestras del grupo 3.

     	Se emplearán muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina (FFPE). La plataforma de FoundationOne Heme® permite la secuenciación del DNA de 406 genes e intrones seleccionados de 31 genes y RNA de 265 genes, utilizando el sistema Illumina (35), para identificar las cuatro clases de alteraciones genómicas (sustituciones de bases, inserciones y eliminaciones, alteraciones del número de copias y reordenamientos). El punto de corte del alelo mutante utilizado para variantes somáticas conocidas es del 1%; 5% para potenciales variantes somáticas driver; 3% para indels descritos anteriormente; y 10% para posibles indels driver, acorde con lo ya establecido previamente en la validación de uso de la plataforma. Las amplificaciones o ganancias de genes se definirán en un número de copias ≥6, y las pérdidas de genes como un número de copias en 0. Para más información en el método técnico de la plataforma, referir al siguiente link: 
https://assets.ctfassets.net/w98cd481qyp0/2D5SmNO5A2Fumayi3RAF7q/aa5a771ecf82d3d59256fc6a7a5a82af/FoundationOneHeme_FFPE_Specimen_Instructions.pdf 

3.6.	Plan de análisis.

En relación al análisis genómico usando la plataforma Foundation One Heme®, los resultados de las pruebas genómicas se proporcionarán en un reporte final que será proporcionado por la compañía. Los informes incluyen el estado de la carga mutacional tumoral (TMB) y el estado de inestabilidad de microsatélites (MSI). Los resultados de las pruebas estarán disponibles a los investigadores a través del portal en línea en www.foundationmedicine.com o será proporcionado por fax si fuera solicitado por el investigador principal.

Una vez obtenidos los datos clínicos y genómicos, se procederá a realizar el análisis bivariado de los datos. Para tal efecto, haciendo uso de un modelo de regresión de Cox se estimarán funciones de sobrevida e intervalos de confianza a los 95% para los expuestos y no expuestos a la mortalidad. Luego se realizará un análisis multivariado, según el método forward de modelos anidados, a fin de discriminar cuáles variables entre todas nuestras variables de interés constituyen factores asociados a mortalidad a dos años. Finalmente, se estimará la sobrevida media a dos años graficando la curva de Kaplan-Meier. En todos los casos los estadísticos serán reportados con un intervalo de confianza al 95%.

El análisis de los datos se realizará utilizando el paquete estadístico STATA MP v16 (Statacorp, Texas, USA) con la asistencia de un experto en estadística.


3.7. 	Limitaciones y viabilidad.


Una de las principales limitaciones del estudio es el hecho de trabajar con fuentes secundarias como las historias clínicas, las cuales pueden encontrarse en algunos casos incompletas o con errores de registro. Además, en su cualidad de estudio observacional retrospectivo, puede generarse una pérdida en los registros clínicos.


En cuanto a la viabilidad del estudio, se cuenta con la disponibilidad de 7 centros hospitalarios en Latinoamérica para el apoyo tanto en Patología para la disponibilidad de las muestras y con el acceso de historias clínicas para recabar los datos clínicos. Para todo ello y además de la realización de los paneles mutacionales genéticos se solicitará la autorización del Comité de Ética de cada institución de los países que forman parte del grupo GELL: Perú, México, Chile, Colombia, Argentina, Brasil y Uruguay.


3.8. 	Aspectos éticos.


Dado que el presente estudio clasifica por su naturaleza como un análisis secundario de datos el mismo no supone ningún riesgo para los pacientes. Por la misma razón, nuestra principal consideración ética consiste en codificar todos los identificadores de manera tal que no se permita la identificación directa o indirecta de nuestras unidades de análisis, respetando en todo momento las normas internacionales de la investigación. A lo largo del estudio se salvaguardará el anonimato de todos los sujetos estudiados. Asimismo, en cumplimiento con la regulación de aprobación de protocolos de investigación de EsSalud el mismo será sometido a aprobación por parte del comité de Ética de cada hospital/institución perteneciente al grupo GELL. Además, las instancias reguladoras y supervisoras de salud de cada país y del Ministerio de Salud de cada país podrán acceder a la información para verificar el cumplimiento de la normatividad institucional y nacional.

Los resultados finales serán difundidos a las entidades pertinentes de cada país, la cual será de libre acceso para los pacientes. Además, se planea publicar los resultados en una revista científica de acceso público y gratuito. Los resultados publicados mantendrán la absoluta confidencialidad de la identificación de los pacientes. 
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CAPITULO V. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA


5.1. Presupuesto 

	Denominación
	Cantidad
	Costo Unitario
(dólares USA)
	Costo Total
(dólares USA)

	
	
	
	

	Plataforma de FoundationOne Heme ®
	210 muestras
	*
	*

	TOTAL
	
	
	



*Se definirá de acuerdo a cada país

5.2. Cronograma













	Fechas
Actividades
	
May 2021
	
Jun 2021
	
Jul 2021
	
Ago 2021
	
Sep 2021
	
Oct 2021
	
Nov 2021
	
Dic 2021
	
Ene 2022
	
Feb 2022
	
Mar 2022

	
A. PLANEACION 
1. Elaboración del proyecto
	
X
	
X
	
X
	
X
	
X
	
	
	
	
	
	

	2.  Presentación del proyecto.
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	

	3.   Autorización de Ejecución de cada país
	
	
	
X
	
X

	
X
	
	
	
	
	
	

	
B. EJECUCION
Recolección de datos
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	

	Procesamiento de muestras FFPE FoundationOne Heme®
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	

	Procesamientos de datos
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	

	


	Análisis e interpretación de datos
	
	
	
	
	
	
	
	
X
	
X
	
	

	C. COMUNICACIÓN Y DIVULGACIÓN
Redacción e impresión del informe final
	
	
	
	
	
	
	
	
	
X
	
X
	

	Presentación y divulgación de resultados   
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
X
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20



	Fechas
Actividades
	
Oct 2021
	
Nov 2021
	
Dic 2021
	
Ene 2022
	
Feb 2022
	
Mar 2022
	
Abr 2022
	
May 2022
	
Jun 2022
	
Jul 2022
	
Ago 2022

Ago 2022
	
Sept 2022
	
Oct 2022
	
Nov 2022
	
Dic 2022

	
A. PLANEACION 
1. Elaboración del proyecto
	
X
	
X
	
X
	
X
	
X
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2.  Presentación del proyecto.
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3.   Autorización de Ejecución de cada país
	
	X
	X
X
	X
X

	X
X
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
B. EJECUCION
Recolección de datos
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	

	Procesamiento de muestras FFPE FoundationOne Heme®
	
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	
	

	Procesamientos de datos
	
	
	
	
	
	
	X
	X
	X
	X

	X

	X
	X
	X
	

	Análisis e interpretación de datos
	
	
	
	
	
	
	
	
X
	
X
	X
	X
	X
	X
	X
	

	C. COMUNICACIÓN Y DIVULGACIÓN
Redacción e impresión del informe final
	
	
	
	
	
	
	
	
	
X
	
X
	
	X
	X
	X
	X

	Presentación y divulgación de resultados   
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
X
	X
	X
	X
	X




CAPITULO X. ANEXOS

ANEXO 1.1 Ficha de recolección de datos
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ANEXO 1.2. Consentimiento informado


FORMULARIO DE AUTORIZACIÓN/




CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE



	INFORMACIÓN DE IDENTIFICACIÓN DEL PACIENTE

	Apellido:
	Nombre:
	

	Fecha de nacimiento:
	Documento Nacional de Identidad:


A través del llenado y firma de este consentimiento, declaro y accedo a lo siguiente:

· Comprendo que la Ley N° 29733, Ley de Protección de Datos Personales, en Perú reglamentada por el Decreto Supremo N° 003-2013-JUS, otorga ciertos derechos a la privacidad de mi información de salud y restringe el uso y la divulgación de mi información de salud sin mi autorización.
· He sido informado que Roche Farma (Perú) S.A. ubicado en Calle Dionisio Derteano Nro 144 Int. 1301 Urbanización Santa Ana Lima- Lima- San Isidro recolectará y almacenará mis datos personales y sensibles en su base de datos denominada “ Pacientes FMI”, existiendo la posibilidad de modificar dicha base de datos, ello a efectos de cumplir con las finalidades que serán desarrolladas en los siguientes párrafos.	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: Recomendamos trasladar la declaración de consentimiento a la parte final del presente formato, en la medida que la Ley de Protección de Datos Personales exige que el consentimiento debe realizarse de forma previa e informada. Así, es necesario en primer lugar informar al titular de los datos cuál será el tratamiento que se realizará y luego solicitar la autorización.	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: De la lectura del documento advertimos que se estarían recabando datos relacionados a la salud de los pacientes, por lo que se tratan de datos sensibles. En ese sentido, es obligatorio recabar el consentimiento de forma escrita (firma manuscrita o firma digital), así como adoptar medidas de seguridad para resguardar la confidencialidad de la información. 	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: Les recordamos que es obligatorio registrar ante la Autoridad de Datos Personales los bancos de datos de las empresas.
Así, de la revisión en la base de datos de la Autoridad, advertimos que únicamente se encuentra registrada la base de datos “PACIENTES” y no existe ninguna base denominada “PACIENTES FMI”
· En ese sentido, declaro conocer que Roche Farma recabará mis datos personales y sensibles para cumplir con las siguientes finalidades:	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: Por favor precise de forma expresa cuáles serán las finalidades exactas para las que se están recabando los datos personales de los pacientes.
· Asimismo, me han informado que dicho almacenamiento se realizará por el periodo necesario para cumplir con las finalidades para las cuales fueron recabados,. Asimismo, declaro conocer que podré ejercer mi derecho a acceder, rectificar, cancelar y oponerme al tratamiento de  mis datos personales mediante una comunicación a Roche Farma (Perú) S.A., a la dirección__________________. Finalmente, declaro conocer que el no otorgar mi consentimiento para el tratamiento de mis datos personales y/o solicitar su eliminación de las bases de datos podrá significar que la prueba no me sea realizada.	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: De acuerdo con el artículo 18° de la Ley de Protección de Datos Personales, es necesario cumplir con informar el plazo o periodo durante el cual se almacenarán los datos personales. En caso no se cuente con un plazo definido se deberá indicar que los datos se almacenarán durante el periodo necesario para cumplir con la finalidad. Así una vez cumplida deberán borrar dichos datos.	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: Los derechos reconocidos en la Ley de Protección de Datos Personales son los de Acceso, Rectificación, Cancelación y Oposición (ARCO).	Comment by Malena del Pilar Cardenas Tello: De acuerdo con el artículo 18 de la Ley de Protección de Datos Personales, es necesario indicar expresamente el canal de comunicación establecido por ROCHE. Por favor tomar en cuenta que el correo o dirección que se establezca para la comunicación debe ser el mismo que se encuentra declarado al momento de realizar el registro del Banco de Datos ante la Autoridad de Datos Personales
· Certifico que soy el individuo identificado en el campo “Información de Identificación del Paciente” (o el representante autorizado de dicho individuo) y que autorizo a mi médico a cargo del tratamiento, el Dr. _________ ____________________________ mi “Médico a cargo del tratamiento”), a (i) solicitar la realización de la prueba clínica FoundationOne® CDx, FoundationOne® Heme y FoundationOne® Liquid CDX, de mi tejido tumoral (en conjunto, la “Prueba”) y (ii) transferir a Foundation Medicine, Inc., con base en Estados Unidos (el “Destinatario Autorizado”) la(s) muestra(s) de mi tejido tumoral y toda historia clínica e información requerida para la realización de la Prueba por parte del Destinatario Autorizado.
· Por medio de la presente, autorizo al Instituto Unilabs/Arias Stella a través de sí o de terceros a transferir al Destinatario Autorizado (i) la(s) muestra(s) de mi tejido tumoral (ya sea que se encuentre en bloques o en cortes fijados en formalina y embebidos en parafina (“FFPE”, por sus siglas en inglés), y (ii) toda historia clínica (con inclusión de los informes de patología) e información relativa a mi salud que haya sido identificada en la orden de mi Médico a cargo del tratamiento (la “Orden”), con inclusión de mi información de salud contenida en dichos registros y/o información. Asimismo, autorizo a que se utilice mi(s) muestra(s) en el modo que sea necesario para cumplir con la Orden.

En consonancia con la presente autorización, por favor realizar el envío de mi(s) muestra(s) y toda otra información identificada en la Orden a:

	Destinatario autorizado:
	Foundation Medicine, Inc.

	Domicilio:
	150 Second Street First Floor Cambridge, MA 02141



· Autorizo a que el Destinatario Autorizado retenga los resultados de la prueba por un período indefinido para los fines de las operaciones/controles de calidad internos.
· Autorizo a que el Destinatario Autorizado elimine los métodos de identificación de los resultados de la prueba y utilice o divulgue dichos resultados sin identificación para investigaciones no especificadas a futuro o para otros fines.
· Comprendo que, si mi muestra de tejido tumoral se encuentra en forma de bloque FFPE, todo resto de tejido sobrante tras la realización de la Prueba por parte del Destinatario Autorizado será devuelto al Laboratorio de Patología.
· Asimismo, he sido informado que el Destinatario Autorizado, su socio de servicios F.-Hoffmann-La Roche Ltd,  o cualquiera de sus compañías afiliadas incluida Roche Farma (Perú) S.A. (en conjunto Grupo Roche) o  terceros los cuales serán detallados a continuación podrán tener acceso,  o transferirles mis datos de contacto, de facturación e información general de la prueba realizada, según sea necesario, a los fines de la prestación del servicio, facturación del servicio y cobro de dinero, todo ello, bajo las medidas de seguridad que Roche Farma garantiza.
· Lugar: ___________________________________
· 
· Fecha____________________________________

· Firma:____________________________________

Si el formulario es completado por el representante legal del paciente:




Nombre (en imprenta)	Relación con el paciente
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