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1. RESUMEN

Las biopsias liquidas para identificacion de Células Tumorales Circulantes (CTCs) han sido
utilizadas en la actualidad como herramienta diagnéstica, prondstica, en la determinaciéon de
decisiones terapéuticas y como parte del monitoreo de la enfermedad a lo largo del
tratamiento en pacientes oncoldgicos. Sin embargo, en Linfoma Difuso de Células B Grandes
(LDCBG), unicamente se utilizan los factores clinicos y de imagenologia para dichas
determinaciones. Por tal motivo, en el presente estudio se analiz6 un panel de biomarcadores
moleculares implicados en procesos oncogénicos como proliferacion celular (KI67),
alteraciones en apoptosis (BCL6, BCL10), invasion y metastasis (CK19, TWIST1),
angiogénesis (VEGFR1), inmortalidad replicativa (hTERT) e inestabilidad gendémica (MAGE-
A3) con el objetivo de conocer las implicaciones clinicas de la determinacion de los niveles de
expresion de estos en biopsias liquidas. Se determinaron mediante RT-gPCR los niveles de
expresion del panel de biomarcadores metastasicos en células mononucleares de 60
individuos sanos y 60 pacientes con LDCBG al diagnéstico (T0O), encontrando sobre expresion
de KI67, BCL6, BCL10. CK19 y VEGFR1 en los pacientes con LDCBG en comparacion con
los individuos sanos (p<0.05). Los genes especificos de tumor TWIST1, hTERT y MAGE-A3
se encontraron expresados Unicamente en pacientes. Se utilizaron lineas celulares de origen
onco-hematolégico como controles positivos. A su vez, se encontré asociacion entre la sobre
expresion de KI67 y la presencia de sitios extranodales (p<0.05), asi como la sobre expresién
de BCL6 y presencia de hTERT con un comportamiento clinico adverso reflejado en la
sobrevida global y libre de eventos (p<0.05). Por otra parte, en el seguimiento de 30 pacientes
con LDCBG se encontré que la sobre expresion de BCL6 a la mitad de tratamiento (T1) y al
finalizar el mismo (T2), se relacioné con refractariedad al esquema de tratamiento R-CHOP.
Del mismo modo, se encontrd expresion de los genes especificos de tumor TWIST1, hTERT y
MAGE-A3 a T1 y T2, confirmando la importancia de la determinacion de biomarcadores
moleculares en el monitoreo de los casos de LDCBG. En el presente estudio se sugiere la
importancia de realizar biopsias liquidas en neoplasias hematolégicas, debido a su

funcionalidad en los casos de LDCBG.
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2. ABSTRACT

The liquid biopsies for the identification of Circulating Tumor Cells (CTCs), have been

developed at present, as a diagnostic and prognostic tool, in the determination of therapeutic
decisions and as part of the monitoring of the disease throughout the treatment in oncologic
patients. However, in Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL), only clinical and imaging
factors are used for these determinations. For this reason, in the present study we analyzed a
panel of molecular biomarkers involved in oncogenic processes such as cell proliferation
(KI67), alterations in apoptosis (BCL6, BCL10), invasion and metastasis (CK19, TWISTL1),
angiogenesis (VEGFRL1), immortality replicative (hnTERT) and genomic instability (MAGE-A3),
in order to know the clinical implications of the determination of the expression levels of these
in liquid biopsies. The expression of the metastatic biomarkers in mononuclear cells from 60
healthy individuals and 60 patients with LDCBG at diagnosis (TO) were determined by RT-
gPCR, finding over expression levels of Ki67, BCL6, BCL10, CK19 and VEGFRL1 in patients
with LDCBG versus healthy donors (p <0.05). Tumor-specific genes TWIST1, hTERT and
MAGE-A3 were expressed in DLBCL patients but not in healthy donors. We used onco-
hematological cell lines as positive controls. Additionally, an association was found between
the over expression of KI67 and the presence of extranodal sites (p <0.05), as well as the over
expression of BCL6 and the presence of hTERT with adverse clinical behavior reflected in
overall survival and event free survival (p <0.05). On the other hand, over-expression of BCL6
at half treatment (T1) and at the end of treatment (T2), was related to cases of refractoriness to
the treatment scheme R-CHOP. Similarly, expression of tumor-specific genes was found in T1
and T2, confirming the importance of the determination of molecular biomarkers in the
monitoring of cases of DLBCL. In the present study, the importance of carrying out liquid

biopsies in hematological nheoplasms is suggested, due to its functionality in cases of LDCBG.
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3. INTRODUCCION

3.1. Biomarcadores circulantes

En el campo de la investigacion en cancer se ha propuesto el andlisis de biomarcadores en
sangre periférica (biopsias liquidas) que puedan ser integrados a los hallazgos clinicos para
obtener mejores resultados en el tratamiento de los pacientes. Las biopsias liquidas son
pruebas no invasivas en las que se utiliza sangre o fluidos organicos en donde se puedan
detectar productos provenientes de Tumores Primarios o Metastasicos, como células, o
fragmentos de &cidos nucleicos y proteinas. En la actualidad se han establecido 3 analitos
detectables en biopsias liquidas: DNA fuera de las células (cfDNA, cell-free DNA) o DNA
circulante de tumor (ctDNA), exosomas y Células Tumorales Circulantes (CTCs). Los cfDNA o
ctDNA son fragmentos de DNA cortos liberados por las células cancerosas, posterior a
eventos de apoptosis o necrosis. El estudio del cfDNA comprende un area activa de la
investigacion en cancer debido a que este proporciona bastante informacién acerca de la
biologia del cancer, haciendo uso de la Secuenciacidn de Siguiente Generacion. (NGS, Next-
Generation Sequencing). Los exosomas también son un tema atractivo en el campo de
investigacion en cancer, ya que se ha demostrado su papel en la comunicacion intercelular, a
través de la migracion de pequefias vesiculas de membranas que contienen biomoléculas
funcionales (proteinas, RNA y DNA) que pueden ser transportadas hacia practicamente
cualquier sitio anatémico. A los exosomas derivados de tumor se les ha atribuido la funcién de
preparar favorablemente el microambiente de sitios especificos para futuros eventos
metastasicos. Las CTCs son células cancerosas circulantes que son liberadas directamente
del tumor primario (o de tumores secundarios), las cuales, cumpliendo ciertas condiciones,
tienen la capacidad de anclarse e infiltrase en cualquier tejido sano diferente al de su origen, y

asf generar un nuevo crecimiento tumoral (metastasis).*?

3.2. Células Tumorales Circulantes (CTCs)

Las CTCs son representantes de los tumores primarios en el sistema sanguineo o linfatico. Su
identificacion fue descrita por primera vez hace mas de 150 afios por Thomas Ashworth, quien
observo células con morfologia inusual en la sangre de un paciente que habia muerto a
consecuencia del cancer. Ashworth consideré el posible origen tumoral de estas células
debido a caracteristicas morfoldgicas comunes con el tejido tumoral sélido.® Con base en este
y en diversos estudios, ahora se conoce que las células malignas liberadas del tumor primario
invaden capilares cercanos viajando por el torrente sanguineo, por ello se les conoce como
células tumorales circulantes (CTC). Al adherirse a las paredes de los capilares y escapar del

vaso sanguineo (extravasacion) pueden establecerse en otro 6rgano diferente al del tumor

Rafael Cerén Maldonado 3
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primario generando metastasis. Sin embargo, las CTC no se establecen en un tejido u 6rgano
al azar. En 1889 Stephen Paget propuso la teoria del suelo y la semilla, misma que sostiene
gue ciertas células tumorales (semillas) tienen afinidad para implantarse en las condiciones de

un érgano particular (suelo) y cuando ambas condiciones se dan se propicia la metastasis *°

En diversos estudios se ha encontrado que las células tumorales se desprenden del tumor
primario en las etapas iniciales de la progresion maligna, pero aln en pacientes con cancer
metastésico avanzado, las CTC representan un bajo porcentaje de CTCs por mL de sangre,
encontrando hasta 5 células tumorales por mL. Las CTCs circulan junto a las células
sanguineas normales por el torrente sanguineo en donde permanecen irreconocibles en los
frotis de sangre periférica de rutina y son dificiles de detectar incluso utilizando
instrumentacion sofisticada. Si las CTCs llegasen a estar presentes en circulacion estas

representan solo una fraccién de 0.0001% de todas las células nucleadas.®

Se ha demostrado la presencia de CTCs en diversos tipos de cancer. Por ejemplo, numerosos
estudios muestran la asociacién de la presencia de CTCs con un pronostico desfavorable en
pacientes con melanoma y sarcoma. Sin embargo, en carcinomas es en donde se ha
enfocado con mayor frecuencia el estudio de las CTCs y su papel en la generaciéon de

metastasis.®®

La prevalencia de CTCs en pacientes con cancer metastasico difiere con el tipo y estadio del
carcinoma. En cancer de mama temprano (sin metastasis) se han detectado CTCs en 18-30%
de las pacientes, en comparacion con el 70% de deteccion en pacientes con actividad
metastésica. Las CTCs han sido detectadas en céncer de pulmén, colon, mama, recto,
gastrico, ovarico, préstata y Linfoma de Hodgkin (LH), entre otros tipos de cancer. En otros
estudios se han encontrado CTCs en 70 - 100% de los pacientes con metastasis, asi como en
46 - 71% de pacientes con afectacion local atin en estadios tempranos del cancer. ’

Las CTCs presentes en sangre periférica pueden tener la capacidad, o no, de generar
crecimientos metastasicos en érganos distantes del tumor primario. La metastasis en cancer
ocurre cuando células cancerosas se disocian del tumor primario y migran a érganos distantes
a través de los sistemas sanguineo o linfatico. La metastasis es un proceso complejo que
requiere cambios en el fenotipo de las células, conocido como transformacién epitelio-
mesenquimal (EMT), que posterior a que las células del tumor primario proliferen y logren la
invasion local; provoca que las células cancerosas pierdan la capacidad de adhesién célula-

célula y atraviesen los vasos sanguineos y/o linfaticos mas cercanos (intravasacion), para

Rafael Cerén Maldonado 4



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

posteriormente migrar a través del sistema circulatorio y linfatico, seguido del escape de las
células tumorales de la luz de los vasos sanguineos hacia el parénquima de tejidos distantes
(extravasacion). Las células que han infiltrado tejido sano comienzan a formar pequefios
nédulos de células cancerosas (micrometastasis), y finalmente, el crecimiento de las lesiones

micrometastasicas hacia tumores macroscépicos para culminar la colonizacién (Figura 1).1%*2
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Figura 1. Procesos secuenciales de generacién de metéstasis. El proceso de metastasis consiste en

pasos secuenciales, interrelacionados y selectivos. (Tomada de Talmadge y Fidler, 2010)*°

De igual manera, la metastasis y liberacién de CTCs en casos de linfoma, se ha caracterizado
en pacientes con LH y en Linfoma No Hodgkin (LNH), encontrandolas en 40 — 50% de casos

con enfermedad diseminada (Figura 2).*3
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Figura 2. Metéastasis derivada de ganglio linfatico. Las CTCs con potencial metastasico salen del
ganglio linfatico del tumor a través de vasos linfaticos eferentes, migrando asi al siguiente ganglio
(Tomada de Gharbaran, et al, 2014)"

Rafael Cerén Maldonado 5



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

La capacidad para detectar CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer, incluido el
LDCBG, es muy prometedora, y se han desarrollado tecnologias para este propésito en los
Ultimos afios. Sin embargo, la deteccién de CTC sigue siendo técnicamente desafiante. Su
identificacion y caracterizacion requieren métodos de alta sensibilidad y especificidad, que
generalmente consisten en una combinacién de procedimientos de enriquecimiento y

deteccion.*

3.3 Identificacién de CTCs

Las CTCs pueden distinguirse de las células normales de la sangre periférica mediante
caracteristicas fisicas y biolégicas diferenciales. Para identificarlas se requieren técnicas
sensibles y especificas que permitan su correcta deteccion, dado que la cantidad de CTC en
sangre periférica, incluso en pacientes con un proceso metastasico en curso, no supera el
indice de una CTC por cada 10° células leucocitarias. Es por ello que para su deteccién se

debe iniciar con una fase de enriquecimiento, seguida del proceso de deteccién (Figura 3).>*°
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Figura 3. Métodos de identificacién de CTCs. Representacion esquematica de los métodos de
enriquecimiento y deteccién de CTCs. (Tomada de Yap, et al, 2014)"°

3.3.1 Enriguecimiento
Los métodos de enriquecimiento basados en las propiedades fisicas y bioldgicas de las CTCs
se dividen en técnicas dependientes de marcaje (expresion diferencial de proteinas de
membrana), y no dependientes de marcaje (enriquecimiento por propiedades fisicas de las
CTCs).b
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Los métodos de enriquecimiento basados en las propiedades fisicas incluyen: centrifugacién
por gradiente de densidad (Ficoll-Hypaque), filtracién a través del membranas (Filtro ISET,
Isolation by Size of Epithelial Tumor cells) y por dielectroforésis (DEP, dielectrophoresis), asi
como por citometria de flujo. La ventaja de utilizar las propiedades fisicas para el
enriquecimiento es la separacién sin realizar algun tipo de marcaje a las CTCs.°

De acuerdo a las propiedades biologicas de las células tumorales, se pueden realizar técnicas
de enriquecimiento mediante ensayos inmunomagnéticos; utilizando anticuerpos dirigidos
hacia antigenos especificos de tumor (seleccién positiva) o el antigeno comdn de leucocitos
CD45 (seleccion negativa). Dichos inmunoensayos tiene como objetivo seleccionar células
con antigenos tumorales especificos mediante al acoplamiento de anticuerpos ensamblados a
un compuesto magnético. Posteriormente, el complejo antigeno-anticuerpo es seleccionado y
separado en un campo magnético. La seleccién positiva se lleva a cabo con anticuerpos
dirigidos a moléculas de adhesion de células epiteliales (EpCAM, Epithelial Cell Adheration

Molecule), citoqueratinas (CK, cytokeratins), o filamento intermedios de células epiteliales.®

Otras técnicas de enriquecimiento se basan en las funciones especificas de las CTCs, como la
secrecién de proteinas (ensayo EPISPOT) o el comportamiento invasivo en una matriz de
adhesion celular (CAM, Cell adhesion matrix), asi como por marcaje de DNA tumoral por
adenovirus con proteina verde fluorescente (GFP) (Figura 4).°
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Figura 4. Técnicas de enriquecimiento de CTCs. El enriquecimiento se divide en dependiente de
marcaje (inmunomarcadores) e independiente de marcaje (propiedades fisicas).
(Tomada de Thiele, et al, 2017)°
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3.3.2 Deteccion

Después del enriquecimiento, usualmente la fraccion de CTCs contiene cierto nimero de
leucocitos normales residuales, por lo que es necesario utilizar métodos que permitan

distinguir a las células tumorales de las células normales de la sangre.*

El sistema CellSearch acreditado por la FDA (Administracion de alimentos y medicamentos),
para la deteccion de CTCs derivadas de cancer de mama, colon y prostata, asi como la
mayoria de sistemas de deteccion de estas que se fundamentan en la identificacién de
proteinas celulares (ISET, Isolation by Size of Epithelial/Throphoblastic Tumor cells), cuentan
con el mismo criterio de identificacion: la fluorescencia caracteristica de células que expresen
citoqueratinas (CKs), con ausencia del antigeno comdn de leucocitos CD45, y un colorante
nuclear (DAPI). A través del andlisis de imagen multicolor se pueden definir a las CTCs como
células CK+/CD45-/DAPI+ (Figura 5).*
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Figura 5. Deteccién de CTCs mediante los métodos de CellSearch e ISET. Identificacion mediante

Inmunofluorescencia de CTCs en pacientes con cancer de préstata. (Tomada de Yap, et al, 2014)™®
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Por otra parte, la deteccion y caracterizacién molecular de CTC es una de las areas mas
activas de la investigacion del cancer en la actualidad. Estudios de caracterizacion molecular
han indicado que los perfiles de expresion de las CTCs son diferentes para cada tipo de
cancer, hallazgo que denota la necesidad de identificar perfiles que aumenten el rendimiento y
la deteccion de éstas en diferentes neoplasias. Recientemente se han desarrollado
tecnologias de elevada sensibilidad que permiten la deteccion de CTC. Una de las técnicas
ampliamente utilizadas para dicha deteccion es la RT-gPCR, en la cual se detectan
oncogenes sobre expresados o genes especificos de tumor que originalmente no se
encuentran presenten en sangre de individuos sanos (Figura 6). Diferentes clases de
biomarcadores han sido utilizados para la identificacion de tumores y éstos a su vez han sido
aplicados para la caracterizacion de las CTC. En la actualidad existen diversos métodos de
deteccién de mutaciones altamente sensibles; incluyendo hibridacion fluorescente in situ
(FISH), PCR alelo-especifica, PCR cuantitativa, PCR digital y RT-qPCR cuantitativa en tiempo
real, los cuales se utilizan para detectar variaciones genéticas en las CTC con respecto a las

células de individuos sanos.*®

| CTSD
FOX03
PYEN
ViM
H2AFZ

——
I
; KRAS
UPA
P AxT2
VEGFA
B o4
EpCAM
VEGFR1
- ADAM17
PTPRC
IGFR1
B PL3KCA
WHSC181_S
fi——1 RADS{
—:1 MRP5
MET
- HDAC2
mTOR
MCAM4
P53
Mye
CD24
g
[~
(=3

Figura 6. Patron de expresion diferencial entre CTCs e individuos sanos.
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Mapa de calor con niveles de expresion de mRNA de muestras de pacientes con CTCs comparados con
controles sanos. Los cuadros rojos y verdes indican niveles altos y bajos de mRNA, respectivamente
(Tomada de Hensler, et al. 2015)*
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3.3.3 Biomarcadores para la deteccion de CTCs
Los patrones de expresion diferencial entre las CTCs y células de individuos sanos, que
madifican el fenotipo de las CTCs, son la base de la deteccion de éstas. Genes como KI67,
BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1, hTERT, TWIST1 y MAGE-AS, establecidos en los “Hallmarks
del cancer” e involucrados en sefiales de proliferacién sostenida, evasion de sefales
supresoras de crecimiento, cambios en el metabolismo, resistencia a la apoptosis,
inestabilidad gendmica, induccién de angiogénesis, inmortalidad replicativa, evasion de la
respuesta inmunolégica, induccion de inflamacién y los implicados en invasion y metastasis

han resultado ser los genes distintivos entre las CTCs y las células normales (Figura 7)."*
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Figura 7. Caracteristicas de células tumorales para la deteccion de CTCs. Mecanismos celulares

alterados en células tumorales que permiten la diferenciacion entre éstas y células sanas.
(Tomada de Hanahan y Weinberg, 2011)**

3.3.3.1 Marcadores de proliferacion: KI67

Una de las caracteristicas fundamentales de las células tumorales es su capacidad de
proliferacion. Los tejidos normales, a diferencia de las células tumorales, controlan
cuidadosamente la produccion y liberacion de sefiales promotoras del crecimiento que activan
ciclos de desarrollo y division celular, asegurando asi la homeostasis. Las células cancerosas
al tener desreguladas estas sefiales, tienen un potencial de replicacién ilimitado. Las sefiales
de activacion se transmiten en gran parte por factores de crecimiento que se unen a los
receptores de la superficie celular que fundamentalmente contienen dominios de tirosina
cinasa intracelulares. Estos ultimos proceden a emitir sefiales a través de vias de sefializacion

intracelular ramificada que regulan la progresion a lo largo del ciclo celular, asi como el
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crecimiento celular. A menudo estas sefiales influyen en otras propiedades biolégicas de la
célula, como la supervivencia celular y el metabolismo energético. Diversos biomarcadores
han sido asociados a proliferacion celular, entre estos se destaca KI67, marcador de

proliferacién por excelencia.***’

El gen que codifica para la proteina nuclear KI67 se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 10 (10g26.2) contiene 16 exones y codifica una proteina de 395 kDa, asociada
con el crecimiento y proliferacion celular. Dicha proteina se encuentra en todas las fases
activas del ciclo celular (G1, S, G2 y M), pero ausente en GO. Asimismo se conoce que la
expresion de Ki67 se incrementa en células tumorales en comparacion con las sanas. Por tal
motivo, Ki67 es un marcador asociado con la proliferacion tumoral y con un prondstico adverso
en pacientes con cancer de vejiga, préstata y carcinoma renal, entre otros, incluido el LDCBG
(Figura 8).*- 1718
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Figura 8. Expresion de K167 y sobrevida global de pacientes con LDCBG.
Sobrevida global reducida en pacientes con LDCBG con expresion de KI67 en mas del 60% de células
neopléasicas. (Tomada de Broyde, et al. 2009)"’

3.3.3.2 Resistencia a la apoptosis: BCL6, BCL10

Se sabe que la apoptosis es un mecanismo que impide el desarrollo de cancer debido a la
eliminacion de células con potencial de formacion de neoplasias malignas. Sin embargo, en
cancer se ha establecido el fenébmeno de resistencia a la muerte celular, en comparacion con
las células normales en las que se activa la sefializacién de la apoptosis en respuesta a
diversas situaciones de estrés celular e incluso en el trascurso de los procesos de
transformacion maligna. Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para
limitar o eludir la apoptosis. Lo mas comun es la pérdida de la funcién supresora de tumores
de TP53 que elimina este sensor de dafio critico. También, en los tumores establecidos la
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apoptosis se puede ver disminuida debido al decremento de proteinas pro-apoptéticas (Bax,
Bim, Puma) y al aumento de proteinas anti-apoptéticas (BCL2, BCL6).** *°

El gen que codifica para la proteina antiapoptética BCL6 se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 3 (3g27.3), contiene 12 exones y codifica para una proteina de aproximadamente
73 kDa. El gen que codifica para la proteina BCL10 se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p22.3), contiene 5 exones y codifica para una proteina de aproximadamente
26 kDa. En condiciones fisiolégicas, estos miembros de la familia anti-apoptética BCL2,
participan en el desarrollo de células B y mantienen inhibidas proteinas antiapoptdéticas, hasta
ser requeridas debido al dafio celular. Sin embargo, en céncer, ademas de regular
negativamente eventos apoptoéticos, su desregulacién estd implicada en la supervivencia y
proliferacion de las células tumorales. A pesar de dichas propiedades, aun es controversial el
impacto pronéstico de BCL6 y BCL10 en linfomas (Figura 9).** *°
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Figura 9. Expresion de BCL6 y sobrevida global de pacientes con LDCBG. Sobrevida global
reducida en pacientes con LDCBG con expresién de BCL6 en células neoplasicas.
(Tomada de Shustik, et al. 2010)™

3.3.3.3 Induccion de angiogénesis: VEGFR1

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren suministro de nutrientes y oxigeno, asi
como eliminar los desechos del metabolismo. Por tanto, es de suma importancia la activacion
de la angiogénesis en las células tumorales para la proliferacion tumoral, invasion y
metéstasis. En el adulto, la angiogénesis se puede activar de manera transitoria en procesos
de cicatrizacion. Por el contrario, durante la progresion tumoral, un "switch angiogénico" casi

siempre se activa y permanece encendido, lo que provoca que la vascularizacién que se
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encuentra normalmente inactiva, brote continuamente de nuevos vasos que ayudan a
mantener el crecimiento del tumor. Algunos de los reguladores angiogénicos son proteinas de
sefializacion que se unen a receptores celulares expresados en la superficie de células
endoteliales vasculares. Los prototipos bien conocidos de inductores de la angiogénesis son el
factor de crecimiento endotelial vascular-A (VEGF-A) y sus receptores (VEGFR1/2), los cuales

se han asociado con la vascularizacién de tumores y con canceres metastasicos.

El gen que codifica para el receptor VEGFR1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma
13 (139g12.3), contiene 33 exones y codifica para una proteina de aproximadamente 150 kDa.
Este receptor pertenece a una familia de factores angiogénicos que se encuentran
frecuentemente activos en los procesos de reparacion de tejidos asociado a dafios o a
infecciones. En cancer se ha descrito que ademas de estar implicados en la vascularizacién
de tumores para su proliferacidn, se encuentran asociados en la actividad metastasica de
diversos tipos de cancer, asignandole a su expresién un impacto pronéstico adverso.' %

En LDCBG se ha relacionado la expresion VEGF-A y de VEGFR1/2 con mal pronéstico, al
asociar su presencia con un curso clinico agresivo, tanto en LDCBG del Centro Germinal (CG)

como de Célula B Activada (CBA) (Figura 10).%
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Figura 10. Expresion de VEGF-A 'y VEGFR 1/2 en LDCBG. Mapa de calor con niveles de expresién de
VEGF, VEGFR1/2. Los cuadros rojos y verdes indican niveles altos y bajos de mRNA, respectivamente
(Tomada de Gratzinger, et al. 2007)*

3.3.3.4 Invasion y metastasis: CK19, TWIST1

La diseminacion de células malignas a partir del tumor primario y la subsecuente colonizacién
de otros tejidos en sitios distales o cercanos comprenden procesos secuenciales conocidos
como cascada metastasica. La secuencia de eventos incluye la invasion local por parte de las
células tumorales, intravasacion de células de tumor primario a la circulacién, arresto y
extravasacion a parénquima de otros tejidos, formacién de micrometastasis y colonizacion

terminal. Dichos procesos son dirigidos por dos eventos importantes: la transformacion

Rafael Cerén Maldonado 14



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

epitelio-mesenquimal y la degradacion de matriz extracelular tumoral. La transformacion
epitelio-mesenquimal (EMT) proporciona a las células la habilidad de resistencia a la apoptosis
e invasion, ésta es activada principalmente por factores de transcripcion como TWISTL1. El gen
gue codifica para la expresiéon de TWIST1 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7
(7p21.1), contiene 4 exones y a partir de este se sintetiza una proteina de aproximadamente
21 kDa. A su vez, la degradacion de la matriz extracelular (ECM) es de suma importancia para
la liberacion de células del tumor primario, ésta es llevada a cabo por metaloproteasas y
citoqueratinas como la CK19. El gen que codifica para dicha citoqueratina se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 17 (17g21.2), contiene 6 exones y codifica una proteina de
aproximadamente 44 kDa. Marcadores tanto de EMT como de degradacion de ECM han sido
identificados en casos de cancer metastasico, y se han asociado con un prondstico adverso

en pacientes que los expresan.'*4??

3.3.3.5 Inmortalidad replicativa: hTERT

Otra caracteristica que requieren las células tumorales para poder establecer tumores
macroscopicos y metdastasis, es un potencial replicativo ilimitado. Esta capacidad esta en
marcado contraste con el comportamiento de las células normales en el cuerpo que son
capaces de cursar solo un nuimero limitado de ciclos sucesivos de crecimiento y division
celular. Esto debido al envejecimiento celular que consiste en el acortamiento de telomeros de
los cromosomas, fendmeno que es detectado como dafio al DNA, desencadenando sistemas
de reparacion, mediados por P53, que induce los estados de senescencia o apoptosis. En
diversas ocasiones, las células tumorales exhiben un potencial replicativo ilimitado,
denominado “inmortalizacion”, que consiste en evitar el acortamiento de los telomeros y en
consecuencia se desencadena un potencial de proliferacion descontrolado. Por lo tanto, la
activacion anormal de telomerasas, como hTERT, estd directamente asociada a procesos

oncogénicos.'*??

El gen que codifica para la telomerasa hTERT se encuentra en el brazo corto del cromosoma
5 (5p15.33), el cual contiene 16 exones y codifica para una proteina de 127 kDa con actividad
de transcriptasa reversa. Asimismo, ésta se encuentra silenciada en células somaticas y
activa en células germinales y en aproximadamente 90% de los tipos de cancer humano.
Recientemente se ha descrito que ademas del mantenimiento de los telémeros, hTERT esta
involucrada en la regulacion de la expresion de genes, en proliferacién celular, apoptosis,
adhesion celular, migracion y en transicion epitelio-mesenquimal (EMT). En diversos tipos de
cancer, como el de gastrico, se ha asociado su expresion con los casos de cancer invasivo y
con una sobrevida global reducida.?
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En linfomas se han descrito los niveles de expresion y actividad de hTERT. En Linfoma de
Células del Manto (LCM), Linfoma Folicular (LF), LDCBG y Linfoma de Burkitt, se encontro

asociacion con la expresion de MYC (Figura 11).%
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Figura 11. Niveles de expresion de A) hTERT y B) MYC en LNH.
El nivel de expresién de hTERT en los linfomas es similar al de MYC (Tomado de Klapper, et al. 2003)**

3.3.3.6 Inestabilidad gendmica: MAGE-A3

Las alteraciones genéticas y epigenéticas que sufre el genoma de las células neoplasicas se
han podido detectar a través de las técnicas de biologia molecular, como la secuenciacién de
DNA de alta resolucién. Estas alteraciones confieren a las células transformadas ventajas en
la proliferacion y supervivencia en comparacion de las células normales, se heredan de
generacién en generacién mientras ocurre la progresion tumoral, manteniendo clonas
fenotipicamente malignas. Dichas alteraciones pueden ser las causantes de la inactivacién de
genes supresores de tumor (P53) o la activacion de genes implicados en proliferacion (MYC),
debido a cambios directos en el DNA o0 por mecanismos epigenéticos de
silenciamiento/activacion de genes. Un ejemplo son los Antigenos Testiculares de Cancer
(CTA, Cancer Testis Antigens), que estan ausentes en células somaticas normales y
presentes en células germinales y en diversos tumores de diferentes origenes histolégicos
(Figura 12). Los CTA son considerados en la actualidad como marcadores de mal pronostico,
pues su expresion se ha asociado a sobrevida global corta en pacientes que los expresan. En
total se han reportado 140 transcritos de estos CTAs en diferentes tumores. Sin embargo, uno

de los mas estudiados es el MAGE-A3 (Melanoma Antigen-A3).%2
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Figura 12. Control de expresion de los CTAs en A) células germinales, B) somaticas y C)
neoplasicas. Patrones de metilacién de promotores de CTAs en células sanas y tumorales.
(Tomada y modificada de Baylin; 2005)*°

El gen que codifica para el CTA MAGE-A3 se encuentra en el brazo largo del cromosoma X
(Xg28), contiene 6 exones y codifica para una proteina de aproximadamente 35 kDa. Algunas
de las funciones que han sido descritas para este miembro de la familia MAGE son su
implicacion en la supervivencia de las células neoplasicas, actuando como supresor de P53, al
favorecer la union con su correpresor Kap-1. Adicionalmente, se ha demostrado que MAGE-
A3 bloquea directamente la interaccion de P53 con la cromatina, inhibiendo el efecto de
regulador transcripcional de P53 y también regula negativamente la funcion de éste mediante
el reclutamiento de represores de la transcripciébn como histonas desacetilasas (HDAC).
Adicionalmente se ha identificado a MAGE-A3 como regulador de las ubiquitin ligasas de E3,
gue facilitan la degradacion de proteinas como P53. En LDCBG se ha encontrado correlacion
entre su expresion y la progresion de la enfermedad, asi como con una sobrevida global

reducida en pacientes que lo expresan (Figura 13). 2%
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Figura 13. Expresion de MAGE-A3 y sobrevida global de pacientes con LDCBG. Sobrevida global
reducida en pacientes con LDCBG con expresion de MAGE-A3 células neoplasicas. (Tomada de Olarte,
etal. 2011)*’
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3.4 Linfoma Difuso de Células B Grandes

El Linfoma Difuso de Células B Grandes (LDCBG) es una neoplasia de células B maduras,
que se caracterizan por ser células de tamafio grande. Estas tienen un nlcleo dos veces mas
grande que el de un linfocito maduro normal, con nucléolos vesiculares prominentes,
citoplasma basdfilo, con alta tasa de proliferacion y con un patron de crecimiento difuso
(Figura 14).34%

I ue

a9 ev
»

"--“oh ‘-.’;e:"-?o gl ¥ %, 5T
Figura 14. Morfologia de linfoma difuso de células B grandes.

Tincion de corte histolégico de caso de LDCBG. (Tomado de Hatton, et al. 2014)*

3.4.1 Clasificacion

La clasificacion actual del LDCBG se encuentra en la revision realizada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para la Clasificacion de Tumores de los Tejidos Hematopoyéticos y
Linfoides de 2017, en donde se ubica en la categoria de Neoplasias de Células B Maduras. A
su vez, el desarrollo de diversos estudios ha ayudado a la descripcién de subtipos

morfolégicos, biolégicos y clinicos (Tabla 1).3*3°
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Tabla 1. Clasificacion del linfoma difuso de células B grandes. (Tomada de Swerdlow, et al 2017)

Linfoma Difuso de Células B Grandes
Variantes morfologicas
Centroblastico
Inmunoblastico
Anaplastico
Otras variantes raras
Subgrupos moleculares
Centro Germinal (CG, Germinal Center)
Célula B Activada (ABC, Activated B Cell)
Otros linfomas de células B Grandes
Linfoma de células B Grandes rico en Células T/Histiocitos
Linfoma difuso de células B grandes primario de SNC
Linfoma difuso de células B grandes primario cutaneo
Linfoma difuso de células B grandes EBV-positivo
Linfoma difuso de células B grandes asociado con inflamacion crénica
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma de células B grandes con rearreglos de IRF4
Linfoma de células B grandes primario mediastinal (timico)
Linfoma de células B grandes intravascular
Linfoma de células B grandes ALK-positivo
Linfoma plasmablastico
Linfoma difuso de células B grandes HHV8-positivo
Linfoma de efusion primaria
Linfoma de células B de alto grado
Linfoma de células B de alto grado con rearreglos de MYC y BCL2 y/o BCL6
Linfoma de células B de alto grado
Linfoma de células B inclasificable
Linfoma de células B inclasificable, con caracteristicas intermedias entre Linfoma Difuso de Células B
Grandes y Linfoma de Hodgkin Clasico

3.4.2 Epidemiologia

El LDCBG constituye del 25 al 40% de los Linfomas No Hodgkin (LNH) a nivel mundial. La
edad de presentacion de esta patologia es en la vejez. Es mas frecuente en la séptima década
de la vida, pero puede ocurrir en adultos jévenes y raramente en la infancia. Es ligeramente
mas comun en hombres que en mujeres.**°

En México, el LDCBG constituye alrededor del 48% del total de los linfomas. De acuerdo al
SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results), se calcula una incidencia anual de
23.500 nuevos casos a nivel mundial. Su incidencia aumenta gradualmente a partir de la

quinta década de edad.*’

3.4.3 Etiologia

La etiologia del LDCBG es desconocida. Este tipo de tumores generalmente se presentan de
novo (primario) pero pueden presentarse también debido a una transformacion de un linfoma

menos agresivo (secundario), como el linfoma de linfocitos pequefios, folicular, de la zona
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marginal, o Linfoma Hodgkin con predominio de linfocitos. Un factor de riesgo significativo son
las inmunodeficiencias, como la mononucleosis infecciosa producida por el Virus de Epstein
Barr (EBV).*®

En la actualidad, numerosos estudios de secuenciacion genémica han identificado las
principales anormalidades genéticas y epigenéticas involucradas en la alteracion de diversos
procesos celulares y por tanto en la iniciacion de linfomagénesis (Figura 16). Dentro de estos
destacan, alteraciones en modificadores de la cromatina (metilacién y acetilacién), como la
inactivacion de las acetil transferasas EP300, CREBBP, asi como la actividad aberrante de las
proteinas con actividad de histona metil transferasa MLL2 y EZH2; la desregulacion de
crecimiento celular, proliferacién y metabolismo mediado por MYC; la desregulacién de BCLS6,
involucrada en la resistencia a la apoptosis y en la respuesta a dafio al DNA; la activacion
constitutiva de NF-kB a través de la activacion anormal de CD79A/B, CARD11, MYD8S;
alteraciones en la via de sefializacién de BCR y TLRs; induccién de angiogénesis aberrante
por la expresion de VEGF-A, VEGFR1/2; el bloqueo en la diferenciacion celular terminal
mediada por BLIMP1 (B Lymphocyte-Induced Maturation Protein 1); y la inactivacion de genes

involucrados en el escape inmunolégico, como la ausencia de moléculas de Clase | del

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC-1) (Figura 15).3%4°
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Figura 15. Vias afectadas durante linfomagénesis en LDCBG A) Del Centro Germinal y
B) Célula B Activada. (Tomada y modificada de Basso & Dalla-Favera, 2015)*
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Figura 16. 50 principales genes mutados en LDCBG. Mutaciones registradas en la base de datos del
Catélogo de Mutaciones Somaticas en Cancer. (Tomado de Testoni, et al. 2015)%*
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3.4.4 Diagnoéstico

Para llevar a cabo el diagndstico de LDCBG se realiza un estudio histopatolégico de una
muestra de ganglio linfatico y un estudio de inmunohistoquimica, ademas de los examenes de
laboratorio, como biometria hematica, quimica sanguinea, lactato deshidrogenasa (LDH) y B2-
microglobulina. Se realiza también aspirado de médula 6sea, para descartar infiltraciones; y
pruebas de gabinete como TAC (Tomografia Axial Computarizada) o PET (Positron Emission
Tomography), para determinar sitios de afectacion, establecer el estadio clinico y para realizar
el seguimiento de los pacientes.>*

3.4.5 Hallazgos clinicos

El LDCBG se presenta clinicamente como un linfoma agresivo. Evoluciona en pocos meses
evidenciando inmediatamente los sintomas caracteristicos (sintomas B), que comprenden
fiebre, sudoracién nocturna (diaforesis) y pérdida de peso. Ademas se presentan sintomas
relacionados a los 6rganos infiltrados por el tumor, que resultan fatales si no se tratan a
tiempo. En la mayoria de los casos los niveles séricos de LDH y de B2-microglobulina se
encuentran por arriba de los valores normales. Debido a la mitosis descontrolada, los
pacientes frecuentemente presentan masas tumorales voluminosas en uno o0 mas ganglios
linfaticos (adenomegalias) o en sitios extranodales. Virtualmente, cualquier tejido u 6rgano
puede ser el sitio del desarrollo primario del LDCBG. Su rapida progresion es la causante de
que el 60% de los pacientes sean diagnosticados en estadios Ill o IV. En la actualidad, el
estadio clinico de los pacientes (extension del linfoma) se determina por medio del PET, que
evidencia los sitios infiltrados por el tumor, pudiendo asi establecer el estadio clinico del

paciente de acuerdo a la localizacién tumoral.***

3.4.6 Tratamiento

La opcion terapéutica estandar para el tratamiento del LDCBG consta del esquema de
quimioterapia R-CHOP que incluye Ciclofosfamida, Hidroxidaunorrubicina (doxorrubicina),
Oncovin (vincristina), Prednisona y el anticuerpo monoclonal anti-CD20, Rituximab,
constituyendo el esquema de primera linea. EI nimero promedio de ciclos de quimioterapia

administrados es de 6, dosificados a lo largo de 126 dias, en intervalos de 21 dias (Tabla 2).**
45
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Tabla 2. Esquema de tratamiento de LDCBG. (Tomada de Lichtman, et al. 2014)*

ViA DE DIAS DE INTERVALO
R-CHOP DOSIS ADMINISTRACION TRATAMIENTO ENT?IDEEE'S(;LOS CICLOS
Rituximab 375 mg/m2 Intravenosa 1
Ciclofosfamida 750 mg/m2 Intravenosa 1
Doxorrubicina 50 mg/m2 Intravenosa 1 21 6a8
Vincristina 1.4 mg/m2 Intravenosa 1
Prednisona 100 mg/dia Oral lab

Diversos estudios han demostrado que las tasas de respuestas completas posterior al
tratamiento con R-CHOP estan por arriba del 50% (Tabla 3).*

Tabla 3. Tasa de respuesta al tratamiento con R-CHOP.

(Tomada y modificada de Coiffier, et al; 2002)*

Tipo de respuesta R-CHOP (%)
Respuesta completa
Respuesta completa sin confirmar
Respuesta parcial
Enfermedad estable
Enfermedad progresiva
Muerte
Efectos toxicos del tratamiento

N 01
rowr~NRNY

3.4.7 Factores prongsticos

La determinacion de factores prondsticos proporciona un método de evaluacion del probable
desarrollo de la neoplasia. En LDCBG, una vez efectuado el diagnéstico se procede a
estratificar a los pacientes de acuerdo a: los hallazgos clinicos, que conforman el indice
Prondstico Internacional (IPl) y el IPI Revisado (R-IPI), asi como la presencia de sitios
extranodales, marcadores inmunohistoquimicos y rearreglos cromosomicos, con los cuales, el

hematélogo estratifica al paciente y toma decisiones terapéuticas **

3.4.7.1 Clinicos

En 1994 se establecié el IPI como la primera herramienta clinica usada para estratificar y
predecir el comportamiento de los pacientes con LDCBG, basado en la presencia/ausencia de
cinco variables clinicas al diagnéstico: 1) edad, pacientes mayores de 60 afios; 2) estado
funcional ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group (0 — 1 versus 2 — 4), 3) niveles séricos
de LDH (arriba del rango normal), 4) cantidad de sitios extranodales (0 — 1 versus 2 0 mas), y
5) el estadio clinico (I — Il versus llI-1V), en donde cada variable equivale a un punto. De
acuerdo al puntaje obtenido, los pacientes pueden ser estratificados en cuatro grupos: 1) bajo
(0 0 1 puntos), 2) intermedio bajo (2 puntos), 3) intermedio alto (3 puntos), y 4) alto (4 0 5
puntos). Actualmente, con la adicion de Rituximab al esquema de tratamiento, se ha definido
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un IPI revisado (R-IPI), en donde, de acuerdo al tratamiento con R-CHOP y con base al
nimero de factores de riesgo presentados al diagnéstico, hay una re-distribucién de los
pacientes en tres grupos simplificados, resultando un nuevo modelo predictivo, que usa las
mismas cinco variables al diagnéstico (Figura 17).%
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Figura 17. Sobrevida global de acuerdo al indice prondstico internacional - revisado. Desenlace

clinico de acuerdo al R-IPI (Tomada y modificada de Sehn, et al. 2007)*°

Sehn y colaboradores en 2007, determinaron la sobrevida segun el IPl y el R-IPI para cada

uno de los grupos de riesgo en 365 pacientes, los resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Desenlace de acuerdo al R-IPI en pacientes tratados con R-CHOP.
(Tomada de Sehn, et al, 2007)*

Grupo de riesgo No. factores de riesgo % Pacientes

R-IPI
Muy bueno 0 10
Bueno | 1,2 45
Malo | 3,4,5 45

3.4.7.2 Sitios extranodales

Se sabe que la presencia de mas de un sitio extranodal en el LNH funge como factor
prondstico adverso segun el IPI. Aunque el prondstico del LDCBG mejora con la adicion de
Rituximab, las afectaciones extraganglionares se siguen considerando como un factor
pronoéstico adverso por el R-IPI. La frecuencia de pacientes con LDCBG con infiltracion de
sitios extranodales comprende, de acuerdo a diversos estudios, entre 31.6% Yy hasta 67.9%
del total de los pacientes. Se han descrito hasta 26 diferentes sitios anatomicos extranodales

que pueden hallarse infiltrados en pacientes con LDCBG, dentro de los que destacan: el tracto
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gastrointestinal, cabeza y cuello, piel y tejidos blandos, el tracto genitourinario, huesos,

sistema respiratorio, medula ésea, higado, pancreas, glandula tiroides y mamaria.*’*

Por otra parte, la sobrevida global a 5 afios de pacientes con LDCBG con 1 0 mas sitios
extranodales infiltrados es menor (54.3%), en comparacion con las pacientes que no
presentan infiltraciones extraganglionares (80.2%).%"*8

Asimismo, se han identificado 8 sitios anatomicos con relevancia pronéstica, de los cuales
solo 1 es asociado a un pronéstico favorable (anillo de Waldeyer), y los 7 restantes son
asociados a un prondstico desfavorable (pleura, intestino delgado, peritoneo, glandulas
adrenales, testiculos, médula 6sea y sangre periférica), rutinariamente se utiliza el PET para la

determinacién de infiltracién maligna en dichos sitios anatémicos. *"*®

3.4.7.3 Inmunoldgicos

El uso de métodos inmunohistoquimicos como parte del diagnéstico de rutina ha sido esencial
en el estudio de los linfomas, ya que se han identificado marcadores que permiten reconocer
dos subtipos biolégicos de LDCBG con diferente valor pronéstico. Se ha demostrado que el
subtipo con el perfil de expresion del Centro Germinal (CG) tiene una mejor Sobrevida Global
(SG) y Sobrevida Libre de Eventos (SLE) a 3 afios, en comparacion con el subgrupo con perfil
de expresion de Célula B Activada (CBA), 75% vs 40% posterior al tratamiento con el
esquema R-CHOP (Figura 18).%9*°
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Figura 18. A) Sobrevida global y B) Sobrevida libre de eventos de acuerdo al subtipo de LDCBG.
SG y SLE menores en CG vs CBA. CG: Centro Germinal; CBA: Célula B Activada
(Tomada y modificada de Choi, et al. 2009)>
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Los biomarcadores utilizados para la diferenciacién de ambos subgrupos de LDCBG, de
acuerdo al criterio de Hans (utilizado en el Hospital General de México), comprenden el
analisis de CD10, BCL6 y MUML, siguiendo el algoritmo mostrado en la Figura 19.>*

CENTRO GERMINAL

+

+
- + MUM1<
BCL-6 < -

CELULA B ACTIVADA

CD10

CENTRO GERMINAL

CELULA B ACTIVADA

Figura 19. Algoritmo de Hans para subclasificacién histol6gica del LDCBG. Proteinas
determinadas para subclasificacién de CG o CBA. (Tomada y modificada de Hans, et al, 2004)**

La frecuencia en que se presentan los subtipos del CG y de CBA corresponden a 60 y 40%,
respectivamente, variando de acuerdo a la localizacion geogréfica, edad y al algoritmo
utilizado para la diferenciacion.

3.4.7.4 Rearreglos cromosOmicos

A pesar de los avances en la caracterizacion molecular del LDCBG, los marcadores
pronésticos que se utilizan en la actualidad estan limitados a la determinaciéon de rearreglos
cromosoémicos que involucran a los genes MYC, BCL2 y BCL6 mediante la técnica de FISH.
En la actualidad se han caracterizado dos principales rearreglos cromosémicos relacionados
con pronosticos desfavorables, rearreglos en BCL2/BCL6 y en MYC. Se ha descrito en
diversos estudios, que el rearreglo del gen MYC (89g24) (MYC-R, MYC rearrangement),
involucrado en la proliferacién celular; comprende una incidencia de alrededor del 14% **°* del
total de los casos de LDCBG, y se ha descrito que su presencia tiene significancia prondstica
adversa, observando una asociacion entre la presencia de MYC-R y una sobrevida global

media menor.>>>°

El impacto pronostico de las translocaciones cromosémicas que involucran a los genes BCL2
y BCL6 es controversial. El oncogen antiapoptotico BCL2 (189g21) se encuentra
frecuentemente desregulado en LDCBG. La translocacién t(14;18)(q32;9g21) da como
resultado la yuxtaposicion del gen BCL2 con la regidon enhancer del gen IGHV (Immnoglobulin
heavy chain), originando la expresion alterada de BCL2.>’ Dicho rearreglo se encuentra

presente en un 20 a 45% de los pacientes con LDCBG y se observa predominantemente en el
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subtipo del CG.*>"*® Algunos grupos de investigacién lo han considerado como factor
pronéstico adverso en este subtipo de linfoma, mostrando que pacientes con la translocacion
t(14;18)(932;921) muestran una mayor incidencia de recaidas®®, disminucién de la respuesta
al tratamiento® o una SG y SLE reducidas.'®*® En cuanto a BCL6, este controla diferente
funciones celulares, incluida la respuesta al dafio a DNA, la progresién del ciclo celular y la
transduccion de sefiales. BCL6 (3g27) se encuentra frecuentemente afectado por
translocaciones cromosomicas, ocurriendo con mayor frecuencia en el subtipo de CBA que en
el del CG, representando el 25% de los casos de LDCBG del subtipo de ABC vy el 45% del
total de los casos. °**°. En diversos estudios se ha asociado el rearreglo de BCL6 con un
pronéstico adverso, al estar en mayor proporcion en LDCGB de ABC que en el GC. Por otra
parte, se ha mostrado asociacién entre la presencia de rearreglos de BCL6 y un IPI alto, asi
como con una menor sobrevida global en pacientes tratados con R-CHOP.'® Por otra parte,
del 5 al 10% de los pacientes con LDCBG son casos de Linfoma Doble Hit (DHL, Double-Hit
Lymphoma), que es definido como la presencia de MYC-R y translocaciones en BCL2 o
BCL6.>> ® Casos con MYC-R, y rearreglos de BCL2 y BCL6 son conocidos como Linfoma
Triple Hit (THL, Triple Hit Lymphoma), de los cuales, al ser muy raros (<5% del total de los
LDCBG), solo existen publicaciones aisladas y con pocos pacientes reportados,

describiéndolo como un linfoma de muy mal prondstico.®

En la actualidad, la determinacidn de factores pronésticos en LDCBG esta fundamentada en
hallazgos clinicos, inmunoldgicos y citogenéticos. Al mismo tiempo, los trabajos nacionales e
internacionales en los que se estudien marcadores moleculares y la aplicacién de estos para
la deteccion de CTCs (determinados por medio de técnicas de elevada sensibilidad y
especificidad como la RT-gPCR) son escasos. A sabiendas de la importancia de la
identificacion de CTCs que incluye: la comprensiéon del desarrollo de metastasis en pacientes
con céancer®®, la implementacién de nuevas escalas prondsticas®, la estimacién del riesgo de
recaida®, la estratificacion®* y monitoreo en tiempo real de terapias®, la identificacion de

blancos terapéuticos®®, asi como los mecanismos de resistencia tumoral**

y que en diversos
tipos de cancer como el de mama, pulmén, gastrico, colon, la investigacién en la deteccion de
CTCs es un hecho y constituye una importante herramienta en el estudio de estos pacientes.
Es por ello que surge la necesidad de conocer el perfil de expresién de genes implicados en
proliferacién, resistencia a la apoptosis, degradacion de matriz extracelular, induccién de
angiogénesis, invasidon y metastasis, inmortalidad replicativa e inestabilidad genémica, en
pacientes mexicanos con LDCBG, y determinar si pueden ser biomarcadores moleculares de

prondéstico en estas neoplasias, factores importantes para la realizacion del presente estudio.
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4. JUSTIFICACION

El linfoma es la neoplasia onco-hematoldgica mas frecuente a nivel mundial, siendo el LDCBG
el de mayor incidencia. Debido a su curso agresivo, solo el 50% de los pacientes alcanzan una
respuesta completa posterior al tratamiento. Su gran capacidad invasiva es causante de que
mas del 40% de los casos se diagnostiquen en estadios avanzados (1l y IV); es decir, que los
pacientes presenten infiltracion en uno o mas drganos extranodales debido a la migracion de
CTCs, desde el tumor primario hacia sitios secundarios mediante el sistema circulatorio.
En diversas neoplasias se ha descrito que las CTCs tienen un alto valor prondstico, sin
embargo, los estudios han sido escasos en LDCBG. Por tal motivo, surge la necesidad de
evaluar un panel de genes con los que se puedan identificar CTCs en Sangre Periférica (SP),
mediante la evaluacion de un panel de marcadores moleculares que incluye oncogenes y
genes especificos de tumor. Estos pueden ser utilizados no solo en la determinacion de
procesos metastasicos, sino también en la implementacién de nuevas escalas prondsticas, en

el monitoreo de la eficiencia de la terapia y en la evolucién de la enfermedad.
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5. HIPOTESIS

Si se detectan en sangre periférica niveles de expresion elevada de los biomarcadores
metastasicos KI67, BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1, TWIST1, hTERT y MAGE-A3 en Células
Tumorales Circulantes de pacientes con LDCBG en cualquier etapa del tratamiento, entonces

estos tendran un comportamiento clinico desfavorable, reflejado en una menor sobrevida
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6. OBJETIVOS

General

Determinar los niveles de expresiéon de biomarcadores metastasicos en células tumorales
circulantes de sangre periférica de pacientes con LDCBG de novo y en cualquier etapa del

tratamiento, para establecer su impacto en el comportamiento clinico de estos.

Particulares

Analizar los niveles de expresion de los biomarcadores Ki67, BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1,
TWIST1, hTERT y MAGE-A3 mediante RT-gPCR en CTCs de sangre periférica de pacientes
con LDCBG.

Establecer el patrén de expresidon del panel de biomarcadores metastasicos en células
mononucleares de individuos sanos y compararlo con el de las muestras de pacientes con
LDCBG.

Definir si existe asociacion entre la sobre expresion de los biomarcadores metastésicos y los

parametros clinicos de los pacientes.

Realizar un analisis de sobrevida de los pacientes en relacién a la sobre expresion del panel
de biomarcadores metastasicos.
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7. DISENO EXPERIMENTAL Y POBLACION DE ESTUDIO

Estudio de tipo experimental, analitico, longitudinal y prospectivo.

7.1 Criterios de inclusidén, exclusién y eliminacién

Inclusion

e Pacientes del Hospital General de México diagnosticados con Linfoma Difuso de Células
B Grandes

e Tratados con el esquema R-CHOP

e Que cuenten con Tomografia por Emision de Positrones (PET) para el seguimiento del
padecimiento

e Mayores de 18 afios

e Carta de consentimiento informado firmada.

Exclusion

e Pacientes con muestra biolégica (celular o de material genético) insuficiente para el
estudio de biologia molecular.

e Comorbilidad con algun otro tipo de neoplasia maligna.
Eliminacion
e Pacientes que abandonen el tratamiento y/o seguimiento

e Pacientes sin historial clinico completo

7.2 Variables de estudio

Independientes

Niveles de expresion de los biomarcadores Ki67, BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1, TWIST1,
hTERT y MAGE-A3

Dependientes

Comportamiento clinico reflejado en sobrevida global y libre de eventos de los pacientes
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Variable

Niveles de
expresion de
biomarcadores
moleculares

Edad

Estadio Clinico

IPI
(indice
Prondstico
Internacional)
R-IPI
(indice
Prondstico
Internacional-
Revisado)

ECOG
Género

LDH

Leucocitos

PET Intervalo

PET final

Recaida

Muerte

Tabla 5. Variables de estudio

Definicion operacional

Cuantificacién relativa de
niveles de expresion por
RT-gPCR

Edad del paciente al
diagnéstico

Determinacion de sitios
infiltrados por tumor

Determinacion de factores
de riesgo

Determinacion de factores
de riesgo

Determinacioén del estado
funcional del paciente

Determinacién de género

Cuantificacion de la
proteina sérica DHL
Cuantificaciéon de
leucocitos totales al
diagnéstico
Reduccién de la masa
tumoral con respecto a la
inicial
Ausencia de actividad
tumoral
Actividad tumoral en
cualquier momento
posterior a haber
integrado remisiéon

Ausencia de signos vitales

Tipo de
variable

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa
Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Escala de
medicién
Nominal
dicotdbmica
Nominal

dicotdmica

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal
Nominal
dicotbmica
Nominal
dicotdbmica

Nominal
Nominal
dicotdmica

Nominal
dicotdbmica

Nominal
dicotdbmica

Nominal
dicotdbmica

Valores

Normal/Elevado*
Presencia/Ausencia

< 60 afios
> 60 afnos
I
Il
[
\V
Bajo
Intermedio-Bajo
Intermedio-Alto
Alto

Muy bajo
Bajo
Alto

0-5

Hombre
Mujer
Normal
Elevada
Bajo
Normal
Elevado

Si
No
Si
No

Si
No

Vivo
Muerto

*Niveles elevados/sobre expresion = Niveles de expresion en relacién a los encontrados en individuos

sanos

ECOG: Estado funcional (Eastern Cooperative Oncology Group), LDH: Lactato deshidrogenasa,
PET: Tomografia por Emisién de Positrones

Rafael Cer6n Maldonado

33



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

7.3 Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra se estableci6 con base en el nimero de casos de LDCBG que
ingresan por afio al Hospital General de México, utilizando el programa G*Power 3.1.9.2
(Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf), con un nivel de confianza de 95% y con poder
estadistico de 0.05. Tomando en cuenta que las pruebas estadisticas realizadas fueron para
evaluar diferencia de medias y analisis de correlacion, el tamafio de la muestra resulté de 60

pacientes con LDCBG y 60 individuos sanos.
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8. METODOLOGIA

8.1 Muestras bioldgicas
Lineas celulares

Se cultivaron las lineas celulares K562 (eritroleucemia), Reh, Jurkat (Leucemia aguda
linfoblastica), U937 (linfoma histiocitico), Ramos y 2F7 (linfoma de Burkitt) en medio RPMI
1640 suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% en una atmdsfera de CO, de 5% a
37°C. Dichas lineas celulares se utilizaron como control positivo de la expresion del panel de

biomarcadores metastasicos.

SP de individuos sanos

Se recolectaron 60 muestras de SP de individuos clinicamente sanos del banco de sangre del
Hospital General de México, para la obtencién de células mononucleares, utilizados como

controles de expresion normal y controles negativos de genes especificos de tumor.

SP de pacientes con LDCBG

Se obtuvieron muestras de SP de 60 pacientes con LDCBG al diagnéstico (TO= al
diagnéstico), de los cuales, se realizé el seguimiento de 30 en dos tiempos durante la

administracion del esquema de tratamiento R-CHOP (T1= a la mitad del tratamiento y T2=al
finalizar el tratamiento), para la obtencion de células mononucleares.

Dx 1er 2do 3er 4to 6to

ciclo ciclo ciclo ciclo ciclo

T0 T1 T2
Dia 0 Dia 63 Dia 126

Figura 20. Ciclos de tratamiento de pacientes con LDCBG y momentos de la toma de muestra.

8.2 Enriquecimiento de CTCs

En la fase de enriquecimiento, las muestras de SP se mezclaron en proporcion 1:1 con PBS
1X y se integraron con Ficoll-Hypaque en proporcion 1:3 (Ficoll:Sangre). Las muestras se
centrifugaron a 1500 rpm/20°, se separ6 la interfase correspondiente a las células
mononucleares y CTCs, se lavaron con PBS 1X y se homogenizaron con TRIzol.

Posteriormente, fueron almacenadas a -80°C hasta ser utilizadas.
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8.3 Extraccion de RNA de células de individuos sanos, pacientes y

lineas celulares

El RNA de las células de los individuos sanos, pacientes y lineas celulares, fue obtenido
mediante TRIzol (Invitrogen, Life Techonologies Carlsbad, CA) de acuerdo a las
recomendaciones del proveedor. A las muestras celulares lisadas con TRIzol, se les adicion6
cloroformo y se homogenizé. Posteriormente, se centrifugd a 12,000 rpm/15” a 4°C, se separd
la fase acuosa y se precipité el RNA con etanol al 100%, se lavd con etanol al 75%, y se
resuspendié en agua libre de nucleasas. Para eliminar estructuras secundarias del RNA se
incubd a 70°C/10°. Se determind la concentracién y pureza del RNA en espectrofotometro UV-
Vis (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis).

8.4 Determinacion de la integridad y cuantificacién del RNA

Se determind la concentracién y pureza del RNA total mediante la determinacion de la
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm de longitud de onda en espectrofotometro UV-
Vis (Thermo Scientific, Genesys 10S UV-Vis). La integridad del material genético se corroboré
mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 1%, durante 40’ a 70 volts. El gel
evidencié las bandas 18S y 28S del RNA ribosomal (rRNA) que confirma la integridad. Este se
almacend a -80°C hasta ser requerido.

8.5 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizd a partir de 2500 ng de RNA de las
lineas celulares, individuos sanos y pacientes, empleando Oligo dT y la enzima transcriptasa
reversa

MML-V, de acuerdo a las indicaciones del proveedor (PROMEGA, Madison WI, USA).

El cDNA se almacend a -80°C hasta ser utilizado.
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8.6 Disefio de primers

Se disefiaron 10 pares de oligonucleétidos especificos para los transcritos de los genes
GAPDH, B2-microglobulina, KI67, BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1, TWIST1, hTERT, y MAGE-
A3, utilizando las herramientas bioinformaticas de “National Center for Biotechnology
Information (NCBI)”, GenBank y Primer Blast.

Tabla 6. Primers para la amplificacion de biomarcadores

Gen Oligo Fw Oligo Rw Amplicén (pb)
Ki67 AAATTTGCTTCTGGCCTTCCC AGTCATCTGCGGTACTGTCT 588
BCL6 GACATCATGGCCTATCGGGG CGTGCCTCTTCTGGGATTGT 353
BCL10 CTGAAGTGAAGAAGGACGCC | TCTGGAAAAGGTTCACAACTGC 340
CK19 TCGCCATGACTTCCTACAGC TGGTTAGCTTCTCGTTGCCC 255
VEGFR1 CTAACATGCACCTGTGTGGC AGAGCTTTGTACTCGCTGGC 341
TWIST1 CTACGCCTTCTCGGTCTGGA CGCCCTGTTTCTTTGAATTTGG 234
hTERT CTGTCGGAAGCAGAGGTCAG CCGTCACATCCACCTTGACA 343
MAGE-A3 | TGGAGGACCAGAGGCCCCC GGACGATTATCAGGAGGCCTGC 725

8.7 Determinacion de los niveles de expresion de biomarcadores en

individuos sanos y pacientes con LDCBG por RT-gPCR

La eficiencia de la sintesis de cDNA se corroboré mediante la amplificacion de los genes de
referencia B2-microglobulina (B2-M) y GAPDH (394 pb y 221 pb respectivamente), para
demostrar la integridad del material genético. Los productos de reaccion se observaron en una

corrida electroforética en gel de agarosa al 2% en transluminador UV.

La cuantificacion relativa de los biomarcadores en los individuos sanos y pacientes, se realizd
a partir de 250 ng de cDNA, con SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Life
Technologies), oligo Fw y Rw en concentracion 0.2 uM, en volumen final de 20 pL.
Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion 15”/95°C, hibridacion y elongacion
1'/60°C (40 ciclos). Las reacciones se realizaron por triplicado en el equipo Step One™
Applied Biosystems; se utilizé como gen de referencia 82-microglobulina y como muestras de
referencia las lineas celulares onco-hematolédgicas. Los niveles de expresion se obtuvieron
con el método de 2744,
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8.8 Secuenciacion de los productos de RT-PCR

Los productos de RT-PCR punto final fueron purificados mediante el Kit GeneAll ® SV Column
type D de acuerdo a las condiciones del proveedor (GeneAll Biotechnology). Posteriormente
se realizé la reaccién de secuenciacidon de una sola cadena con el Kit BidDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) utilizando el secuenciador ABI-3730 XL DNA
Analyser (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se alinearon en la herramienta

bioinformatica BLAST (NCBI), para validar que los amplicones obtenidos eran los esperados.
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9. RESULTADOS

Se analizaron mediante RT-gPCR un total de 60 donadores sanos y 60 pacientes del servicio
de Hematologia del Hospital General de México con diagnéstico clinico-patologico de LDCBG.
Se realiz6 el seguimiento de 30 pacientes a dos tiempos adicionales (TO=al diagndstico, T1=a

la mitad del tratamiento y T2=al finalizar el tratamiento).
9.1 Caracterizacion clinico-patolégica de pacientes con
LDCBG

La poblacién de pacientes con LDCGB estuvo conformada por 26 mujeres (43%) y 34
hombres (57%), con media de edad de 59 afios (22—87 afios). De acuerdo a los resultados
emitidos por el Servicio de Patologia, 36 de los casos corresponden al subtipo de LDCBG
originado del CG (60%) y 24 (40%) al de CBA, determinado mediante el andlisis de biopsia de
tejido neoplasico siguiendo el algoritmo de Hans (CD10, BCL6, MUM-1).

En la biometria hematica se encontraron cuentas leucocitarias con un valor medio de 8.9 x10°
leucocitos/pL (1.7-61.3 x 102 leucocitos/pL). Las plaquetas tuvieron un valor medio de 262.7
x10%/uL (79 - 491 x10%puL), de los cuales el 10% (6/60) presentaban cuenta elevada de
plaguetas.

En cuanto a los parametros utilizados para la determinacion de IPlI y R-IPI (edad, estado
funcional ECOG, niveles de LDH, sitios extranodales y estadio clinico), se encontr6 que el
55% (33/60) de los pacientes eran menores de 60 afios y el 45% (27/60) mayores de dicha
edad. En cuanto al estado funcional ECOG, predominé el “0” en 68% (41/60) de los pacientes,
en otras palabras, su estado funcional era “totalmente activo”. Los valores de LDH tuvieron
una media de 271.2 U/L (105-881 U/L), observando que 53% (32/60) de los pacientes
presentaron concentraciones mayores a las del rango normal. El 48% (29/60) de los pacientes
contaban con la presencia de sitios extranodales infiltrados por células tumorales. Por su
parte, 52% (31/60) de los pacientes presentaron afectaciones Unicamente ganglionares. El
estadio clinico que prevalecié fue el IV con 43% (26/60), seguido del Il con 25% (15/60). En la

Tabla 7 se resumen los pardmetros clinico-patolégicos de los pacientes analizados.
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Tabla 7. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes con LDCBG en seguimiento al

Parametro
Edad (afios)

Género

Estadio clinico

Sitios
extranodales

ECOG

DHL (U/L)

IPI

R-IPI

Leucocitos
(x 10°/uL)

Célula de origen
PET Intervalo
PET Final

Recaida

Comportamiento
clinico

diagnostico (TO).

Masculino
Femenino
I
Il
11}

v
Si
No

1

3
4
Normal
Elevada
Bajo
Intermedio bajo
Intermedio alto
Alto
Muy bueno
Bueno
Malo
Bajos
Normal
Elevados
Centro Germinal
Linfocito B Activado
Buena respuesta
Actividad tumoral
Respuesta completa

Progresion de la enfermedad

Si
No
Vivo
Muerto

N (%)

34 (57)
26 (43)
6 (10)
15 (25)
13 (22)
26 (43)
29 (48)
31 (52)
41 (68)
7 (11)
2 (3)
5 (8)
5 (8)
28 (47)
32 (53)
19
12
19
10
6
25
29
4(7)
45 (75)
11 (18)
36 (40)
24 (60)
45 (75)
15 (25)
46 (77)
14 (23)
11 (18)
49 (82)
53 (89)
8 (11)

Media (rango)
59 (22-87)

271.2 (105 — 881)

8.9 (1.7 - 61.3)

9.2 Anélisis de la integridad del material genético

Se aislé RNA de la totalidad de las muestras, observando las bandas caracteristicas 18S y 28S del

RNA ribosomal (Figura 21). La eficiencia de la sintesis de cDNA se corrobordé amplificando los

genes de referencia S2-microglobulina (B2-M) y GAPDH (394 pb y 221 pb respectivamente) (Figura

22). Ambas se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en transluminador UV.
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285
185

Figura 21. Determinacién deﬁintegridad de RNA de muestras biolééﬁas.

RNA de lineas celulares (carriles 1-2), individuos sanos (carriles 3—6), pacientes con

500 pb

200 b

LDCBG (carriles 7-9).

Figura 22. PCR multiplex de los genes constitutivos S2-microglobulinay GAPDH.
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: Control positivo (Ramos); carril 3: Control de reaccién
(H,0); carril 4 — 12 pacientes con LDCBG.

9.3 Estandarizacién de la amplificacién de biomarcadores
metastasicos
Se establecieron mediante PCR en punto final las condiciones de amplificacion para cada gen
del panel de biomarcadores utilizando como controles positivos lineas celulares de origen
onco-hematolégico (Figura 23).

Posteriormente, usando la misma metodologia, se determiné el perfil de expresion de los
biomarcadores en 6 lineas celulares hematolégicas (K562, Jurkat, Reh, U937, 2F7 y Ramos)
(Tabla 8).

MPM BCL6 BCL10  KI67  TWIST1 CK19  hTERT VEGFR1 MAGE-A3

500 pb

200 pb

Figura 23. Biomarcadores obtenidos a partir de lineas celulares onco-hematolégicas.

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: BCL6 (353 pb), carril 3: BCL10 (340 pb); carril 4 Ki67 (588
pb); carril 5: TWIST1 (234 pb); carril 6: CK19 (255 pb); carril 7: hTERT (343 pb); carril 8 VEGFR1
(341 pb); carril 9: VEGFR-2 (396 pb); carril 10: MAGE-A3 (725 pb). Amplicones de BCL6, BCL10, Ki67,
TWIST1, CK19, VEGFR1 y MAGE-A3 obtenidos a partir de K562 y hTERT obtenido de Jurkat.
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Tabla 8. Determinacion de biomarcadores moleculares en lineas celulares hematoldgicas por

PCR en punto final.

celular /Eiig(rar?arca dor BCL-6 BCL-10 Ki-67 TWISTL hTERT CK19 VEGFR-1 MAGE-A3
K-562 + + + + - + + +
Reh + + + + - + + +
U937 + + + + + - + -
Jurkat + + + - + + + -
2F7 + + - - - - B +
Ramos + + + - - = +

Se encontré que las células K562 y Reh fueron las lineas onco-hematologicas con un mayor
nimero de biomarcadores metastasicos expresados (7/8); seguidas de U937 y Jurkat (6/8);
Ramos (4/8) y por ultimo 2F7 (3/7).

A su vez, se establecieron los niveles de expresion de la totalidad de los biomarcadores
mediante RT-gPCR, en los que se encontré que la linea celular Ramos fue la que presenté el
mayor nivel de expresién de los genes Ki67 y BCL6. Asimismo, K562 resultd con el nivel de
expresion mas elevado de BCL10, TWIST1 y MAGE-A3, mientras que Jurkat tuvo los niveles
mas altos de expresion de CK19 y hTERT. La linea celular REH tuvo el nivel mas alto de
VEGFR1 (Figura 26).
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Figura 24. Niveles de expresion de biomarcadores (A) K167, (B) BCL6, (C) BCL10, (D) CK19,
(E) VEGFR1, (F) TWIST1, (G) hTERT y (H) MAGE-A3 en lineas celulares.
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9.4 Secuenciacion de productos de RT-PCR

Por otra parte, se realiz6 la secuenciacion de la totalidad de los amplicones obtenidos por
PCR punto final y se alinearon en la herramienta bioinformatica BLAST (NCBI), comprobando
gue los productos de reaccién obtenidos corresponden a los esperados. En la Figura 25 se
muestra el ejemplo de la secuenciacién del transcrito de KI67 obtenido a partir de la linea

celular Ramos.

plied KIBT FW abi KD 140 KBbep
e St

& = Blosys‘tems KIG7_I KB_3730_POP7_BDTv3 mab
Signal G 8300 A 7400 T 5465 € SOB2 AvgSig 6200 C& 11 W.C1 Plale Name GO0 1RVXEG TS S8 CRL 527 Qw20+ 522

= ssBatfdfiBacabinnil Tas 0 @ -llIIIlII-IIIIIIIIIIIIIIIIII
TTATACTCAACTTACTGTTTAG -G AG CCTGGTTACTAT CAAA
5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 &0 85 70 75 80

I Mu

il i

AL
Dimtribsuation of ts top 4 Dlast His on 4 subjec ssqgusncss @
Movse ovar to sas tha Hte, click 1o show allgnimants
Color kay for allgnmant scores
W <40 WA0-50 W 50-80 W a0-200 W =200

i | | — | i |

1 10 L0 L1#] 40 L0 [S14]

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

AT Alignments

Max @ Total Query E

Description Ident
sScore score | cover value
Transcripts
I:I Homo sapiens marker of proliferstion Ki-87 [MEIST), transcript variant 2, mRNA 117 117 100% 1e-24 100%
[l Homo sapiens marker of proliferstion Ki-67 (MKIST), transoript variant 1, mRkA 17 M7 100% 1e-24 100%

Figura 25. Alineacion en BLAST (NCBI) de la secuencia del biomarcador KI67.
A) Electroferograma obtenido de la secuenciacién del amplicon de K167, B) Alineacién en BLAST de 80
nucledtidos de la secuencia obtenida, C) 100% de concordancia entre la secuencia obtenida y la
esperada

Rafael Cerén Maldonado 44



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

9.5 Expresion de biomarcadores en sangre periférica de
individuos sanos
Se establecié que no existe expresion de los genes TWISTL, hTERT y MAGE-A3 en células
mononucleares de individuos sanos. Esto se determind al analizar la expresién del panel de
biomarcadores en 60 muestras, comprobando su especificidad en células tumorales (genes
especificos de tumor).

Para el caso de los transcritos de los genes KI167, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1 se definio,
mediante RT-gPCR el rango de expresion basal para dichos genes en los mismos 60

individuos sanos (Figura 26).
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Figura 26. Determinacién de los niveles de expresion de los genes K167, BCL6, BCL10, CK19y
VEGFR1 en individuos sanos.
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9.6 Niveles de expresién de biomarcadores metastasicos
en pacientes con LDCBG al diagnéstico.

Con base en los niveles de expresion de los genes KI67, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1 que

se encontraron en los individuos sanos, se establecid el nivel de expresion normal de estos y

fueron tomados como referencia para estratificar a los pacientes en 1) pacientes con

expresion normal o 2) pacientes con niveles de sobre expresion / niveles de expresion

elevada, de acuerdo a sus respectivos niveles. En la Figura 27 se observan los niveles de

expresion de los pacientes con LDCBG en comparacién con los individuos sanos
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Figura 27. Determinacion de los niveles de expresion de los biomarcadores A) KI67, (B) BCL6, (C)
BCL10, (D) CK19, (E) VEGFRL1 en individuos sanos y pacientes con LDCBG de novo.

Se realiz6 la prueba de “t” de student para evaluar diferencias significativas entre las medias
de expresion de los biomarcadores de los individuos sanos y los 60 pacientes con LDCBG al
diagnéstico (TO0), resultando estadisticamente mayores las de los pacientes que las de los
individuos sanos para Ki67, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1 (p<0.05) (Figura 27).

Las frecuencias de sobre expresion de Ki67, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1 y la expresion
de los genes especificos de tumor (TWIST1, hTERT y MAGE-A3) se describen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Frecuencia de expresion de biomarcadores en pacientes con LDCBG al diagndstico

(TO)
Biomarcador Pacientes (n) (Sobre exprlzeg(eigl:](a/g?ezencia)* (%)

KI67 29 48
BCL6 17 28
BCL10 17 28
CK19 11 20
VEGFR1 15 25
TWIST1 17 28

hTERT 2 3

MAGE-A3 2 3

*Sobre expresion para el caso de KI67, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1;
Presencia para el caso de TWIST1, hTERT y MAGE-A3

El gen con mayor frecuencia de sobre expresién fue el marcador de proliferacion Ki67 con
48% (29/60), seguido de BCL6, BCL10 y TWIST1 con 28% (17/60), luego el marcador de
angiogénesis VEGFR1 con 25% (15/60), el marcador epitelial CK19 con 18% (11/69), y por
ultimo, los genes especificos de tumor hTERT y MAGE-A3 con 3% (2/60).

Rafael Cerén Maldonado 48



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

9.7 Co-expresion de biomarcadores en pacientes con
LDCBG al diagnodstico.

Al analizar la co-expresion de biomarcadores en los pacientes con LDCBG, el 80% (48/60) de
la poblacién de estudio tuvo niveles de expresion elevada de al menos un biomarcador. La co-
expresion de 2 biomarcadores fue el rubro de mayor frecuencia con 33% (20/60). El nUmero
maximo de biomarcadores co-expresados fue de 5 (K167, BCL6, CK19, VEGFR1 y hTERT), en
1 paciente. Las combinaciones de sobre expresion y presencia de los biomarcadores se
describe en la Tabla 10.

Tabla 10. Frecuencia de expresion y co-expresion de biomarcadores

Biomarcadores Pacientes (n) Frecuencia (%)
sobre expresados
0 12 20
1 11 18
2 20 33
3 11 18
4 5 9
5 1 2

Se encontraron pacientes que co-expresan los mismos biomarcadores. En la co-expresion de
2 biomarcadores se encontré que la combinacién mas frecuente fue KI67-VEGFR1 en 4
pacientes (7%), seguida de KI67-BCL6, KI67-BCL10, KI67—CK19, KI67-TWIST1, BCL6—
CK19 y BCL10-VEGFR1 en dos pacientes (3%), respectivamente. La combinacién de genes
KI67-BCL6—-CK19 vy KI67-BCL10-TWIST1 se encontr6 en dos pacientes (3%),
respectivamente. Es de resaltar el hecho de que KI67 se encontré en 70% (26/37) de la

totalidad de las combinaciones de co-expresion de biomarcadores (Tabla 11).
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Tabla 11. Descripcion de los biomarcadores co-expresados al diagndstico
No. De genes co-expresados Biomarcadores co-expresados
KI67, BCL6 (2)

KI67, BCL10 (2)
KI67, CK19 (2)
KI67, VEGFR1 (4)
KI67, TWIST1 (2)
2 BCL6, CK19 (2)
BCL6, VEGFR1
BCL6, TWIST1
BCL10, VEGFR1 (2)
BCL10, TWIST1
VEGFR1, TWIST1
K167, BCL6, CK19 (2)
KI67, BCL6, TWIST1
KI67, BCL10, TWIST1 (2)
K167, BCL10, VEGFR1
3 KI67, BCL10, MAGE-A3
KI67, CK19, TWIST1
KI67, VEGFR1, TWIST1
BCL6, BCL10, MAGE-A3
BCL10, VEGFR1, TWIST1
K167, BCL6, BCL10, TWIST1
KI67, BCL6, TWIST1, hTERT
4 K167, BCL10, CK19, VEGFR1
KI67, BCL10, CK19, TWIST1
BCL6, BCL10, VEGFR1, TWIST1

KI67, BCL6, CK19, VEGFRL1, hTERT
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9.8 Correlacion de biomarcadores y parametros clinicos de
pacientes con LDCBG al diagnoéstico.
Los pardmetros clinico-patolégicos que se evaluaron para el analisis de asociaciéon fueron:
género, edad, fenotipo, leucocitos, LDH, sitios extranodales, IPI, R-IPIl, PET de intervalo, PET
de final de tratamiento, recaida y desenlace clinico. Para el andlisis estadistico se uso la

prueba de Chi cuadrada de Pearson con un nivel de confianza de 0.05.

Se encontrd asociacion entre los niveles elevados del marcador de proliferacion KI67 con la
presencia de infiltracién de sitios extranodales por células cancerosas (p=0.01), asi como con
la aparicion de un PET de final de tratamiento con actividad tumoral (p=0.048); es decir, con

refractariedad al tratamiento.

Con lo que respecta al marcador de resistencia a la apoptosis BCL6, se encontrd relacion
entre los niveles normales de BCL6 y un comportamiento clinico favorable, evidenciado en la
sobrevida de los pacientes. Por otra parte, se observé que la expresion normal de BCL10 esta
relacionada con una buena respuesta al tratamiento R-CHOP, pues los pacientes con niveles
normales de éste presentaron disminucion de mas del 50% de la masa tumoral en el PET de

intervalo.

No se encontré relacion entre los pardmetros clinicos y la sobre expresion de los genes CK19
y VEGFR1. Sin embargo, es de resaltar el hecho de que 55% de los pacientes con sobre
expresion de CK19 presentaron el estadio mas avanzado de la enfermedad. Por otra parte,
llama la atencién que VEGFR1 se encontré sobre expresado en 31% de los pacientes que
presentaron infiltracion tumoral en sitios extranodales al diagnéstico, lo cual corresponde al

60% de los pacientes con sobre expresiéon de dicho receptor.

En cuanto a la expresion de los genes especificos de tumor, se encontré relacion entre la
presencia de hTERT y un comportamiento clinico desfavorable del paciente. Si bien solo 2/60
pacientes lo expresaron, resultaron ser los sujetos con la menor sobrevida de la totalidad de la

poblacion analizada (5.4 y 5.8 meses).

Para los dos genes especificos de tumor restantes (TWIST1 y MAGE-A3), no se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas. Sin embargo, se determind expresion de TWIST1
en 28% de los pacientes con estadios avanzados (Il y IV) de la enfermedad y en mas de la
tercera parte (35%) de la poblacion que result6 refractaria al tratamiento. Por su parte, MAGE-

Rafael Cerén Maldonado 51



Posgrado en Ciencias Biologicas. UNAM

A3 se encontré expresado en casos de pacientes masculinos mayores de 60 afios de edad;

uno de ellos present6 recaida temprana posterior a la remision del padecimiento.

Por ultimo, se observd que el paciente con mayor nimero de biomarcadores co-expresados
(5), tuvo el ECOG mas alto (4=incapaz de realizar actividades por si mismo, postrado en

cama).

En la Tabla 12 se presenta el analisis de correlacion de los biomarcadores KI67, BCL6,
BCL10. CK19 y VEGFR1 y los parametros clinicos de los pacientes como ejemplo del analisis

de Chi cuadrada de Pearson realizado.
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9.9 Analisis de sobrevida global y sobrevida libre de eventos en

pacientes con LDCBG al diagnostico.
Para el analisis de SG (periodo que transcurre desde el diagndstico hasta la Ultima consulta realizada o el
fallecimiento del paciente), y SLE (periodo posterior al tratamiento durante el que el paciente vive sin
signos ni sintomas de la enfermedad), se consideraron las fechas de diagndstico, y de recaida o muerte
(en caso de existir). La fecha de inicio se determiné como la fecha en que se emitié el diagnéstico de
LDCBG por parte de patologia. El tiempo de seguimiento medio fue de 621 dias (20.7 meses; rango de 5.4
— 29.5 meses). Para el analisis de sobrevida se utiliz6 el método de Kaplan Meier y la diferencia entre
grupos se realizd6 mediante el test de log Rank. Se determiné que la poblaciéon analizada tuvo una
sobrevida global del 90% y sobrevida libre de eventos del 77%. Conjuntamente, se realizé el analisis de
sobrevida global en relacidn a la expresion de los biomarcadores metastasicos, encontrando asociacion
estadisticamente significativa para BCL6 y hTERT, tanto para la sobrevida global, como en la sobrevida
libre de eventos. Para el resto de los biomarcadores no se encontraron datos estadisticamente

significativos.
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Figura 28. Andlisis de A) supervivencia global y B) sobrevida libre de eventos de pacientes con
LDCBG en relacion a la expresion de BCL6.
Se observé una menor supervivencia global y sobrevida libre de eventos en aquellos pacientes que sobre
expresaron el gen BCL6, en comparacién con los que tuvieron valores de expresion normales del mismo.
En el periodo de seguimiento se encontré que 23% (4/17) de los pacientes que sobre expresaron BCL6
murieron, en comparaciéon con el 4.6% (2/43) de pacientes que murieron y tenian niveles normales de
dicho gen (p=0.012) (Figura 28 A). Ademds, los pacientes que tuvieron sobre expresion de BCL6
registraron una mayor frecuencia de eventos adversos relacionados con su patologia (recaida) en

comparacion con el grupo con expresion normal del mismo (41.2% vs 16,3%, p=0.02) (Figura 28 B).
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Asi mismo, se encontrd relacion entre la sobre expresion de BCL6 y una sobrevida libre de eventos

menor, tanto en los pacientes con subtipo del CG (89% vs 67%) como en los de CBA (75% vs 50%),

resultando estadisticamente significativo (p=0.039). La sobre expresion de BCL6 resultdé desfavorable

en pacientes con ambos subtipos de LDCBG (Figura 29).
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Figura 29. Analisis de sobrevida libre de eventos de pacientes con LDCBG en relacién a Célula de
Origen — BCL6.

De la misma manera, los pacientes que tuvieron expresion de hTERT tuvieron una SG menor (93.1%

vs 0%, p<0.05), y menor SLE (79.3% vs 0%, p<0.05), en comparacion con los que lo tuvieron

ausente (Figura 30).
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Figura 30. Andlisis de supervivencia global y sobrevida libre de eventos de pacientes con LDCBG
en relacion a la expresion de hTERT.
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De la misma manera, se observé que el nimero de genes especificos de tumor expresados tuvieron
impacto en la SLE, pues pacientes que expresaron 1 y 2 genes especificos de tumor tuvieron SLE
menor que los pacientes que no expresaron TWIST1, hTERT o MAGE-A3.

1.0

0.8

0.6

0.4

Sobrevida libre de eventos

0.2

~I10 Genes especificas de turmar
-4V Gen especiflco de tumor
2 Genes especificos de tumor

0.0

T T T T T
Q 5 10 15 20 25 20

Tiempo (meses)

Figura 31. Analisis de sobrevida libre de eventos de pacientes con LDCBG en relacién al nUmero de
genes especificos de tumor expresados
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9.10 Niveles de expresion de biomarcadores metastasicos en
pacientes con LDCBG a la mitad (T1) y al final (T2) del
tratamiento.
De los 60 pacientes analizados al diagnoéstico, se realizd el seguimiento de 30 de ellos, tanto a la
mitad (T1), como al final (T2), del esquema de tratamiento R-CHOP (6 ciclos).

En las muestras de los pacientes a la mitad del tratamiento (T1) se encontré una frecuencia de sobre
expresion de Ki67 del 23% (7/30), del 10% (3/30) para BCL6, de 13% (4/39) para BCL10, de 20%
(6/20) para CK19, de 7% (2/30) para VEGFR1 y TWISTL1 se encontré expresado en el 3% (1/30). No

se encontrd expresion de hTERT y MAGE-A3, incluso en los pacientes que los expresaron a TO.

Se compararon las frecuencias de sobre expresion o presencia de genes especificos de tumor entre
los pacientes al diagnéstico (TO) y a la mitad (T1) del tratamiento (3 ciclos), observando que, salvo
CK19 que tiene la misma frecuencia de expresion elevada, el resto de los biomarcadores
disminuyeron su frecuencia. Tanto el marcador de proliferacion Ki67 como el marcador epitelial CK19

prevalecieron en mayor proporcion con 23% y 20% respectivamente.

Posteriormente, se determinaron los niveles de expresion de biomarcadores en las muestras del final
(T2) del esquema de tratamiento R-CHOP (6 ciclos). En éstas se encontré una frecuencia de sobre-
expresion de KI67 del 13% (4/30), BCL10, CK19 y VEGFR1 de 7% (2/30), respectivamente, TWIST1,
BCL6 y MAGE-A3 en el 3% (1/30), y de hTERT no se encontré expresion.

Se compararon las frecuencias de sobre expresion o presencia de genes especificos de tumor entre
los pacientes a la mitad del tratamiento (T1) y al finalizar el tratamiento (T2). Se observé que Ki67,
BCL6, BCL10 y CK19 disminuyen su frecuencia. La frecuencia de TWIST1 y hTERT se mantuvieron
de la misma manera en T1 yT2 y la frecuencia de MAGE-A3 aumento 3%. Nuevamente Ki67 fue el

biomarcador con mayor frecuencia (13%) (Tabla 13).
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Tabla 13. Frecuencia de expresion de biomarcadores en pacientes con LDCBG a la mitad (T1) y al

final (T2) del tratamiento.

Mitad del tratamiento Final del tratamiento
Biomarcador | (Sobre expresion/presencia) | (Sobre expresion/presencia)
n (%) (%)

KI67 7 (23) 4 (13)

BCL6 3 (10) 1(3)

BCL10 4 (13) 2(7)

CK19 6 (20) 2(7)
VEGFR1 2(7) 2(7)
TWIST1 1(3) 1(3)

hTERT 0 0
MAGE-A3 0 1(3)

*Sobre expresion para el caso de KI67, BCL6, BCL10, CK19 y VEGFR1;
Presencia para el caso de TWIST1, hTERT y MAGE-A3

En la Figura 32 se muestra el comportamiento de los niveles de expresién de los biomarcadores a

los tres tiempos (TO, T1 y T2) comparados con los niveles de expresion de los individuos sanos.
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Figura 32. Determinacién de los niveles de expresion de los biomarcadores en individuos sanos y
pacientes con LDCBG al diagnéstico (T0), ala mitad (T1) y al final (T2) del tratamiento. (A) KI67, (B)
BCL6, (C) BCL10, (D) CK19, (E) VEGFRL1 en individuos sanos y pacientes.
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9.11 Co-expresién de biomarcadores en pacientes con LDCBG a la
mitad (T1) y al final (T2) del tratamiento.
Después de analizar los niveles de expresion en los 30 pacientes a la mitad (T1), y al final (T2) del
tratamiento, se estableci6 que el nimero maximo de biomarcadores co-expresados a Tl es de 3.
Consecutivamente, se determind el nimero de biomarcadores co-expresados en los pacientes al final
(T2) del tratamiento (Tabla 14).

Tabla 14. Frecuencia de co-expresion de biomarcadores en pacientes con LDCBG a la mitad (T1) y

al final (T2) del tratamiento

No. De genes Mitad del tratamiento Final del tratamiento
co-expresados n (%) n (%)

0 16 (53) 20 (67)

1 7 (23) 7 (23)

2 5 (17) 3(10)

3 2(7) -

A la par, se observé que 53% (16/30) de los pacientes a la mitad del tratamiento (T1) no expresaron
ningun biomarcador. Por su parte, 23% (7/30) expresaron solo un biomarcador, 17% (5/30) de los
pacientes expresaron 2 biomarcadores y 7% (2/30) expresaron 3 biomarcadores (niimero mayor de
biomarcadores expresados). En la co-expresion de 2 biomarcadores se encontré que la combinacion
mas frecuente fue KI67 - BCL10 y BCL6 — CK19 con 7% (2/30), respectivamente. Por su parte, en
dos pacientes (7%) se encontrd la misma combinacion de sobre expresion de 3 genes (BCL6 - CK19
— VEGFR1).

Consecutivamente, se observé que 67% (20/30) de los pacientes no expresaron biomarcador alguno
al finalizar su esquema de tratamiento (T2), 23% (7/30) expresaron solo un biomarcador y 10% (3/30)
de los pacientes expresaron 2 biomarcadores (mayor nimero de biomarcadores expresados),

Se determind que existe co-expresion de biomarcadores a T2, encontrando en dos pacientes (7%) la
misma combinacion de 2 genes (KI67 — VEGFR1) y en uno mas CK19 - MAGE-A3. Los

biomarcadores co-expresados a T1 se comportaron como se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Descripcion de los biomarcadores co-expresadosaTlyaT2

No. De genes co-expresados

Biomarcadores co-expresados aT1

Biomarcadores co-expresados a T2

KI67, BCL10 (2)

KI67, VEGFRL (2)

2 BCL6, CK19 (2)
BCL10, CK19 CK19, MAGE-A3
3 BCL6, CK19, VEGFRL (2)

Por dltimo, se encontré que la mayoria de pacientes con niveles de expresion normales de BCL6 a

T1 tuvieron un PET de final de tratamiento sin actividad tumoral, mientras que en 2/3 (66%) de los

casos con expresion elevada de BCL6 resultaron ser refractarios al esquema de tratamiento R-

CHOP. A su vez, se encontrd6 que los pacientes con sobre expresion de BCL6 o expresion de

TWIST1 en T2, resultaron con actividad metabélica tumoral en el PET de final del tratamiento, lo que

se traduce a la refractariedad del mismo. Estos resultados resaltan la importancia de la determinacion

del panel de biomarcadores, no solo al diagnostico, sino también tanto a la mitad como al final del

tratamiento y en la integraciéon de pruebas para el seguimiento de los pacientes con LDCBG.
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10. DISCUSION

En LDCBG, la determinacion de factores prondsticos se basa en hallazgos clinicos, de imagenologia,
inmunohistoquimicos y citogenéticos. Sin embargo, las nuevas herramientas diagnésticas/prondsticas
en cancer, emergen con las llamadas “biopsias liquidas” de sangre periférica, que han surgido como
nuevas alternativas no invasivas en el estudio de pacientes con neoplasias malignas. En estas se
han identificado biomarcadores circulantes (celulares y moleculares), derivados de los tumores
primarios; dentro de los que destacan las CTCs, principales responsables de los casos de
enfermedad metastasica.” En afios recientes se ha estudiado el valor clinico de las CTCs como
biomarcadores asociados con el diagndstico, pronéstico, estratificacion, deteccion de blancos para el

tratamiento y monitoreo del mismo.***® Si

bien, en la actualidad la deteccion de CTCs sigue
representando un desafio en el campo de la investigacion en cancer, en 2004 se aprob6 por la FDA
el método para la identificacion de CTCs denominado CellSearch. No obstante, diversos
procedimientos han sido descritos para su estudio, donde el enriquecimiento por medio de gradiente
de densidad y la deteccion mediante pruebas moleculares son metodologias aprobadas por diversos
grupos de estudio para la caracterizacién de éstas. Ambas técnicas fueron empleadas en la

realizacién del presente estudio.®*®

En diversos tipos de cancer como el de mama®®, colon®, préstata®™, pulmonar®®, de vejiga®,
pancreas®, cabeza y cuello®, de ovario” y hepatocelular’ se ha asociado la presencia de CTCs con
un pronostico desfavorable para los pacientes. Cristofanilli y colaboradores en 2006 reportaron que
pacientes con cancer de mama (cancer mas frecuente en mujeres), positivas para la deteccion de
CTCs tuvieron una SG menor en comparacion con las pacientes con ausencia de las mismas (2.1
meses vs 9.5 meses), al igual que menor SLE (4.9 meses vs 9.5 meses), resultados similares a lo
reportado por Hayes y colaboradores en 2013 en el mismo tipo de cancer.”>”® En cancer de préstata
(cancer mas frecuente en hombres), De Bono y colaboradores en 2008’ reportaron la presencia de
CTCs como un factor predictivo independiente con fuerte impacto en la sobrevida global de los
pacientes, fortaleciendo el rol prondstico de las CTCs en este tipo de cancer. Por otra parte, Cohen y
colaboradores en 2006"° establecieron que el nimero de CTCs al diagnéstico y a lo largo del
tratamiento tienen impacto en la sobrevida de pacientes con cancer color rectal metastasico,
evidenciando la importancia de la deteccién de CTCs en el monitoreo del padecimiento a lo largo de

la administracién de los esquemas de tratamiento. %"

En linfoma, neoplasia onco-hematoldgica mas frecuente en adultos, el estudio de CTC es escaso. En
LH, se ha reportado la presencia de Células Reed-Stenberg (RS), patognomonicas de dicha
neoplasia, en sangre periférica de pacientes, las primeras evidencias de estos hallazgos fueron casos

clinicos aislados, reportados por Ludan en 19577®, Varadi en 19607, en donde se hallaron células RS
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en frotis de sangre periférica. Posteriormente, Bouroncle en 1996 "® analiz6 135 pacientes con LH y
encontré dichas células en 37% de los pacientes, lo que se asocié a etapas avanzadas de la
enfermedad y resaltando los eventos metastasicos en neoplasias hematolégicas. No obstante, el
impacto pronéstico de las CTCs en LH fue descrito hasta 2004 por Gharbaran y colaboradores, en
donde se asoci6 la presencia de CTCs, identificadas mediante la deteccion molecular del Virus
Epstein Barr (EBV, Epstein Barr Virus), con la refractariedad al esquema de tratamiento ABVD

(Adriamicia, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbacina) y a un pronéstico desfavorable.”

Al igual que la deteccion de EBV, la deteccion de cambios en el perfil de expresién de las CTCs, en
comparacion con células de individuos sanos, ha sido fundamental para la deteccion y
caracterizaciéon de las CTCs. De acuerdo a lo realizado por Hensler y colaboradores en 2016%°, en
donde detecté CTCs en cancer de mama mediante un panel de genes, nuestro grupo de estudio
disefi6 un panel de biomarcadores oncologicos, que comprende 5 genes que se encuentran
expresados en niveles significativamente bajos en individuos sanos (KI67, BCL6, BCL10, CK19,
VEGFR1) y 3 genes que se expresan especificamente en células cancerosas (TWIST1, hTERT,
MAGE-A3).

El impacto clinico de este panel de biomarcadores en poblacién de LDCBG, se evalué en 60
pacientes con diagnostico histopatoldgico y hematolégico de LDCBG, de acuerdo a los criterios de la
OMS. Con base en la subclasificacién histopatolégica se encontré al subtipo del CG en una
frecuencia del 60% y los de CBA de 40%, proporcién similar a la reportada en la literatura por Scott®
y colaboradores en 2015 en 344 pacientes con LDCBG. En nuestra poblacion de estudio, posterior a
la administracién de 6 ciclos del esquema de tratamiento R-CHOP se encontré una tasa de
respuestas completas del 77%, mientras que en 23% se observé actividad tumoral en el PET de final
de tratamiento, lo cual indica la permanencia de eventos oncogénicos. Lo anterior concuerda con las
tasas de respuestas completas reportadas por Coiffer y Sarkozy en 2016, en pacientes con LDCBG
tratados con el mismo esquema de tratamiento. Por otra parte, la sobrevida global de nuestra
poblacion de estudio fue del 90%, similar a los datos reportados por Persky y colaboradores en 2008,
en el seguimiento correspondiente a dos afios.*® En cuanto al subtipo histoldgico de los pacientes
analizados, se encontré que la SLE en el grupo del CG fue superior a la del grupo de CBA (83% vs
66%), concordante con lo reportado por Lenz y colaboradores en 2008, en donde, posterior al
tratamiento con el esquema R-CHOP, la SLE a 3 afios es inferior en los pacientes con el subtipo de
CBA que en los del CG (40% vs 75%, p<0.001).%*

En cuanto a la expresion del panel de biomarcadores moleculares se refiere, se encontré sobre
expresion de genes implicados en apoptosis (BCL6, BCL10), proliferacion (KI67), degradacion de

matriz extracelular (CK19) e induccion de angiogénesis (VEGFR1). Asi como expresion de 3 genes
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especificos de tumor, TWIST1, hTERT y MAGE-A3, en comparacion con las muestras de individuos

sanos.
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Asimismo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las medias y medianas de
expresion de dichos genes. Es de resaltar el hecho de que los biomarcadores con mayor frecuencia
de sobre expresion resultaron ser genes implicados en proliferacion (KI67) y los implicados en
apoptosis (BCL6), caracteristicas que necesitan las células transformadas para el establecimiento de

tumores primarios, asi como su asociacién con casos de cancer metastasico.

En el presente estudio se encontrd una frecuencia de sobre expresion de los biomarcadores
estudiados en el 86% de los pacientes con estadios avanzados de la enfermedad (lll y 1V), similar a

los reportado por Bidard y colaboradores en 2016 en cancer de mama avanzado.®

Con respecto a la expresion del panel de biomarcadores, se analizaron los genes Ki67, BCLS6,
BCL10, CK19 y VEGFR1, los cuales, similar a lo reportado en la literatura por Cordone®®, Green®’,
You®® y Suzuki®® se encontraron expresados de manera basal en las células mononucleares de
individuos sanos, utilizando las técnicas de RT-gPCR y citometria de flujo. Sin embargo, los niveles
de expresion de estos marcadores se encontraron aumentados en los pacientes con LDCBG al
diagnéstico TO, en comparacion con los individuos sanos. Posteriormente se llevé a cabo el analisis

de resultados de cada uno de los biomarcadores.

El marcador de proliferacion Ki67 ha sido estudiado como un atractivo factor prondéstico en diversos
tipos de neoplasias como carcinoma renal, de mama, vejiga, pulmonar, cervical y linfoma. KI67 se ha
asociado con pronéstico desfavorable en pacientes que presentan expresion elevada de dicho
marcador, reflejada en la reducida sobrevida global de estos. En el caso del LDCBG, se ha
encontrado que la expresion de KI67 (inmunohistoquimica) en mas del 70% de células tumorales
esta asociada a una sobrevida global reducida. Sin embargo, su rol en la deteccion de células
tumorales circulantes ha sido descrito solo en cancer de mama, en donde, posterior a la deteccién de
CTCs mediante el sistema CellSearch, se encontré expresion de Ki67 en 50% de las CTCs,
asociandolas con metéstasis a cerebro en esta patologia.”® Ahora bien, similar a lo reportado por
Cordone y colaboradores en 1992%, nuestro grupo de estudio determiné el rango de expresién
normal de Ki67 en individuos sanos, con el objetivo de definir de manera precisa la diferencia entre
los niveles de expresion de las células normales y las neoplasicas en proliferacion. Con base en esto
se determind una frecuencia de sobre expresién de Ki67 de 48% (29/60). De hecho, KI67 fue el
biomarcador con la mayor frecuencia de expresion elevada y cuyos niveles de expresion
correlacionaron con la infiltraciéon de células cancerosas en sitios extranodales, similar a lo reportado
por Zheng y colaboradores en 2010 en cancer colo-rectal, en donde los niveles de expresion elevada
de Ki67 se asociaron con metastasis a 6rganos distales y por ende con un comportamiento clinico

adverso.”*
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El gen BCL6, importante marcador implicado en resistencia a la apoptosis e inhibidor de la respuesta
en dafio a DNA, se ha encontrado sobre expresado en linfoma y en diversos tipos de cancer como
neuroblastoma, mama y pulmoén, entre otros, se ha asociado con un prondstico desfavorable.* En
nuestra investigacion, se encontraron niveles de sobre expresion de éste en 28% (17/60) de los
pacientes con LDCBG al diagnostico (T0). A su vez, se encontré asociacion entre los niveles de
sobre expresion y un desenlace clinico desfavorable, evidenciado por la defuncion de dichos
pacientes (p=0.012). Si bien es conocido el rol del proto-oncogen BCL6 en la regulacion del
desarrollo de células B, en los ensayos in vitro realizados por Phan y Dalla-Favera en 2004, se
demostré que BCL6 contribuye directamente a la represion de los genes supresores de tumor P53,
P21 y de la proteina pro-apoptética PUMA, impidiendo de esta manera el arresto del ciclo celular y
promoviendo la resistencia a la apoptosis en las células tumorales, facilitando la expansion clonal de
éstas.”” Por otra parte, en leucemias de linaje B, se ha demostrado que la sobre expresién de BCL6
en células tumorales funciona como un mecanismo de retroalimentacion de supervivencia que
permite que las células leucémicas sean resistentes al tratamiento, debido a la disminucién de la
apoptosis que debiera ser causada en respuesta al dafio de DNA originado por los farmacos

quimioterapéuticos. %%

En cuanto a la expresion del gen CK19, marcador que ha sido utilizado para la deteccion de células
de fenotipo epitelial (similar al fenotipo de las CTCs), y del cual se han encontrado niveles de
expresion elevada tanto en pacientes con cancer de mama como con linfoma, se identificé en la
poblacion analizada en este estudio una frecuencia de sobre expresion de 20%, llamando la atencion
el hecho de que la mayor parte de la poblacion que presentd sobre expresion (6/11 pacientes)
correspondian a la poblacién con estadio clinico mas avanzado (V). Sin embargo, la sobre expresion
de CK19 se encontrd también en estadios tempranos de la enfermedad (I y I1), similar a lo reportado
por Park y colaboradores en 2017, en donde mediante la misma técnica de deteccién utilizada en
este estudio (RT-gPCR) encontraron expresion de CK19 en pacientes con cancer de mama tanto en
estadios tempranos (I y Ill), como en estadios avanzados (lll), a lo cual se le ha atribuido el rol de
evento iniciador de metastasis (en estadios tempranos), y marcador ya caracterizado en la liberacion
de CTCs a partir del tumor primario en los casos de cancer de mama.*®

Con respecto a la expresion de VEGFR1, se identificaron muestras de pacientes con LDCBG con
sobre expresion de este gen. De igual manera, VEGFR1 se ha encontrado sobre expresado en
diversos tipos de cancer como colo-rectal, pulmonar, renal, glioblastoma, mama y gastrico. La sobre
expresion de éste ha sido asociada con angiogénesis y linfangiogénesis tumoral y con elevadas tasas
de invasion, lo que representa un prondstico adverso en pacientes que la presenten. Si bien su rol en
CTCs no ha sido descrito, en neoplasias hematologicas Gratzinger y colaboradores en 2007

detectaron, mediante inmunohistoquimica, sobre expresion de los miembros de la familia VEGF,

Rafael Cerén Maldonado 66



Posgrado en Ciencias Bioldgicas. UNAM

incluidos VEGF-A, VEGFR1 y VEGFR2 en ganglio linfatico de LDCBG, tanto en el subtipo GC como
en el ABC, sin hallar diferencias significativas entre ambos subtipos, similar a lo encontrado en
nuestra investigacion.®® Por otra parte, en el presente estudio, al igual que Brademeier en 2017, se
encontraron niveles de expresion elevados del gen VEGFR1 en comparacion con células de
individuos sanos. Sin embargo, no se encontrd relacion entre la sobre expresion de VEGFRL1 y los
parametros clinicos analizados, ni con la sobrevida de los mismos, similar a lo reportado por
Jorgensen y colaboradores en 2009. No obstante, un dato a resaltar es la sobre expresion de
VEGFR1 en 45% de los casos en donde se presentaron sitios extranodales infiltrados por células de
linfoma (p=0.296), lo cual concuerda con la premisa de que la expresién de receptores de factores de
crecimiento es fundamental en la induccién de angiogénesis y linfangiogénesis, requeridas para el

crecimiento y migracién de las células originadas del tumor primario. "%

La expresion de genes especificos de tumor, esta asociada con el fenotipo de células transformadas
malignas, ya que su expresion esté restringida a células cancerosas. Los miembros de este grupo de
genes que se estudiaron fueron TWIST1, hTERT y MAGE-A3. El factor de transcripcion TWIST1,
involucrado en la etapa de embriogénesis y reactivado en carcinogénesis, conduce a la
Transformacién Epitelio-Mesenquimal. La expresion de TWIST1, reprime la expresién de moléculas
como E-cadherina, exhibiendo su funcién en los procesos de invasion y metastasis; asi como en los
procesos de induccién de angiogénesis, proliferacion, y resistencia al tratamiento mediada por la
induccién de la expresion de los transportadores de drogas ABC (ABC, ATP Binding Cassete). La
determinacidn de este gen especifico de tumor es de suma importancia, pues se ha asociado su
presencia en tumores de cancer de mama, préstata, pulmén y melanoma con una sobrevida global
reducida en comparacién con los pacientes que no presentan expresion del mismo. A su vez, se ha
utilizado la deteccién de TWIST1 en la deteccidon de CTCs en cancer de mama, principalmente. En
nuestro estudio, el gen TWIST1 se encontr6 expresado en circulacion en 28% de los casos de
LDCBG con estadios clinicos avanzados (lll y 1V); es decir, en presencia de sitios extranodales
infiltrados por células tumorales, siendo el gen especifico de tumor con mayor frecuencia de
expresion en la poblacion analizada. Otro punto a destacar sobre la expresion de TWISTL, es que se
encontro expresado en el 35% de los casos de LDCBG refractario. Si bien, en nuestro analisis de
correlacion no se encontraron datos estadisticamente significativos (p=0.484), se encontraron datos
similares a los reportados por Wu y colaboradores, en donde se asocio la expresion de TWIST1 con
una tasa elevada de refractariedad al tratamiento en cancer de ovario, debido a la quimioresistencia
al tratamiento y resistencia a la apoptosis mediada por TWIST1, al ser factor de transcripcion del gen

MDR-1, principal causa de resistencia al tratamiento en cancer. *°

Otro de los genes especificos de tumor que se detectaron en circulacion sanguinea de los pacientes
con LDCBG, fue la telomerasa hTERT, la cual participa en la inmortalizacion de células progenitoras
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y de igual manera en las células cancerosas de diversos tipos de tumores. En linfomas se ha
encontrado que el LDCBG es el segundo subtipo de LNH en el que se expresa este gen (solo detras
del Linfoma de Burkitt), y su actividad se ha relacionado con tasas elevadas de proliferacién tumoral
mediadas por la activaciéon del gen MYC. Su expresién ha permitido detectar CTCs en cancer de
pulmén, y se ha asociado con un prondstico desfavorable en estos pacientes. Lo anterior es similar a
lo obtenido por nuestro grupo de estudio, en donde, a pesar de la baja frecuencia de hTERT en
circulacion sanguinea (3%), los pacientes que la presentaron tuvieron la sobrevida global mas baja

de la totalidad de los pacientes analizados (5.4 y 5.8 meses, respectivamente).

Adicionalmente, dentro de los antigenos especificos de tumor estudiados en diversos tipos de cancer
estan los miembros de la familia de los ATC, los cuales se expresan especificamente en tejido
embrionario, espermatocitos y ovogonia, en donde inducen proliferacion y resistencia a la apoptosis;
pero que se encuentran silenciados en el resto de las estirpes celulares mediante procesos
epigenéticos de metilacion. La expresion aberrante de los genes que codifican para los ATCs, ha sido
descrita en diversos tipos de cancer como melanoma, cancer de ovario, pulmon, colon, pancreas, y
en neoplasias onco-hematolégicas como leucemia, mieloma mudltiple y linfomas. En numerosos
estudios se ha asociado la expresion de diversos miembros de la familia ATC, como MAGE-A3, con
pronéstico adversos en pacientes que presentan la expresion de este en tumor primario. En LDCBG,
Olarte y colaboradores en 2011 reportaron la asociacion de la expresion de MAGE-A3 con una
sobrevida global corta, asi como con los estadios avanzados de la enfermedad, expresandose en
mayor cantidad en pacientes con estadios Il y IV, que en estadios tempranos | y Il. A su vez, la
expresion aberrante de MAGE-A3 se ha utilizado para la identificacion de CTCs en diversos tipos de
cancer como el melanoma cutaneo, cancer de pulmén y de mama, en donde se ha demostrado su
impacto pronostico adverso y su correlacion con el grado de metastasis, cuando se detecta en
conjunto con otros miembros de la familia MAGE, como MAGE-A2, MAGE-A4 y MAGE-A6. En estos
tipos de céncer, la expresion de MAGE-A3 en CTCs va desde un 10% hasta un 17%, frecuencia
mayor a la determinada en nuestro estudio, en donde la frecuencia de expresion resultd de
Unicamente 3%. En un estudio realizado por Han y colaboradores en 2009, se encontré6 una
frecuencia de expresion de MAGE-A3 en LNH de 47.3%, frecuencia por demas elevada en
comparacion con la obtenida en nuestro estudio. Esta discrepancia puede ser debido a que la
poblacion analizada en el estudio mencionado comprende las variedades LDCBG, linfoma de células
T y NK/T, linfoma de células del manto, linfoma de Burkitt y linfoma folicular. Es de suma importancia
mencionar que a pesar de la alta tasa de expresién de MAGE-A3 en CTCs de LNH encontrada en el
estudio, no se encontré asociacion con parametros clinicos como género, linaje celular, estado
funcional, estadios de la enfermedad, presencia de sitios extranodales, IPI e infiltracion a médula

6sea, ni con la sobrevida de los pacientes; datos similares a lo obtenido por nuestro grupo.?” 1%
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El analisis de supervivencia de Kaplan Meier mostré que los pacientes con subtipo tanto del CG
como de CBA, con niveles de sobre expresiéon de BCL6 en sangre periférica al diagnéstico,
presentaron una menor sobrevida global y libre de eventos, en comparacion con aquellos que
presentaron niveles normales de expresién de este gen, independientemente del subtipo de LDCBG

gue present6 cada paciente.

Consecutivamente, se realiz6 el seguimiento de 30 de los 60 pacientes con LDCBG con el estudio de
sus respectivas muestras biolégicas a T1 y a T2 (mitad y final del tratamiento), con el fin de integrar
una herramienta minimamente invasiva al estudio de su padecimiento. Se determiné que la
frecuencia de sobre expresion de practicamente todo el panel de biomarcadores (excepto CK19),
disminuy6 de TO a T1 (posterior a 3 ciclos de tratamiento), y subsecuentemente de T1 a T2 (posterior
a los 6 ciclos de tratamiento). Nuestros datos son similares a lo reportado por Sharma en 2009, en
donde resaltan la importancia de disminuir los niveles de los biomarcadores tumorales como parte de
la evaluacion de la respuesta a la terapia posterior a la administracién del esquema de tratamiento en
pacientes con cancer testicular y linfoma. Si bien, las CTCs no son los biomarcadores circulantes que
se utilizan por excelencia en linfomas para monitorizar el progreso del tratamiento, en el presente
estudio se determinaron niveles de sobre expresion a T1 de al menos un biomarcador del panel
analizado en 47% (14/30) de la poblacién estudiada. Dentro de estos, el 29% (4/14) presentaron un
PET de mitad de tratamiento sin disminucién de la actividad metabdlica tumoral de base; es decir,
con tendencia a ser refractarios al tratamiento. Cabe mencionar que el 45% (4/9) de los pacientes
gue presentaron PET de intervalo con actividad tumoral tuvieron al menos un biomarcador sobre
expresado al T1, y aunque este hallazgo no tuvo significancia estadistica (p=0.873), se encontraron
pacientes con sobre expresion de BCL6 a T1 y a T2, en los cuales se encontrd relacién con actividad
tumoral metabdlica progresiva.
El 66% (2/3) de los pacientes con expresion elevada de BCL6 no lograron remisién del padecimiento
a T1; de igual manera, el Unico paciente con sobre expresién de BCL6 a T2 presentd PET de final de
tratamiento con actividad tumoral (p=0.042). Aunado a esto, resaltar el hecho de que el 50% (3/6) de
los pacientes con actividad tumoral en el PET de final de tratamiento presentaron sobre expresion de
algun gen del panel de biomarcadores estudiados. Estos datos concuerdan con el estudio realizado
por De Giorgi y colaboradores en 2010, donde se analizaron 102 pacientes con cancer de mama a
las que se les monitoreé en el transcurso del tratamiento con la prueba de PET, aunado a la
deteccién de CTCs mediante el sistema CellSearch. En este estudio, el 67% de las pacientes
analizadas presentaban concordancia entre la presencia de CTCs y la deteccién de actividad tumoral

en su respectivo PET.**
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11. CONCLUSIONES

Se encontrd sobre expresion de los transcritos de BCL6, BCL10, KI67, CK19, VEGFR1, TWIST1 y
MAGE A-3 en pacientes con LDCBG a TO, T1y T2.

Se encontraron diferencias significativas entre las medias de expresion de los genes, BCL6, BCL10,

KI67, CK19, VEGFRL1, entre los pacientes al diagnoéstico y los individuos sanos.

No se encontraron diferencias significativas entre las medias de expresion de los biomarcadores al

T1 nia T2, debido a la normalizacién en los niveles de expresion.

Se encontrd una asociacion entre los niveles de expresion elevada del marcador de proliferacion KI67
al diagndstico TO y la infiltracion de sitios extranodales por células tumorales, evidenciados por el
PET inicial.

Se establecié que los pacientes al diagnéstico (T0) que presentaron niveles de sobre expresion de
BCL6 tuvieron sobrevida global y libre de eventos menor en comparacién con los pacientes con

expresion normal del mismo, resaltando su relevancia como potencial biomarcador al diagnéstico.

Se demostré que la sobre expresion de BCL6 al diagnostico (TO) puede ser un biomarcador de
prondstico adverso que impacta en la sobrevida, tanto en pacientes con LDCBG del CG como de
CBA.

La expresion de hTERT a TO puede ser considerado como un biomarcador con impacto en la SG de

los pacientes con LDCBG.

Se determind que los pacientes a T1 y T2 que tuvieron niveles de expresion elevada de BCL6
resultaron refractarios al esquema de tratamiento R-CHOP, resaltando la importancia de la

determinacion de este biomarcador en el transcurso del tratamiento.

Se encontrd sobre expresion de los genes del panel de biomarcadores (excepto hTERT) en pacientes
al finalizar el tratamiento (T2), hallazgo que concuerda con el resultado de PET de final de

tratamiento con actividad metabdlica tumoral.
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12. PERSPECTIVAS

Validar los resultados obtenidos en un estudio clinico prospectivo independiente.

Continuar con la evaluacion de los niveles de expresion de los biomarcadores metastasicos en
biopsias liquidas de pacientes con LDCBG para seguir evaluando el alcance pronéstico de dicho

panel, tanto al diagndstico como en el transcurso del esquema de tratamiento.

Extender la captacién de muestras de pacientes con LDCBG en cualquier etapa del tratamiento
para ampliar la poblacién de estudio y confirmar la significancia estadistica obtenida en el
presente estudio.

Extender el tiempo de seguimiento de los pacientes analizados para renovar el andlisis de

correlacion de los biomarcadores expresados con sus condiciones clinicas actuales.

Extrapolar la evaluacion del panel de biomarcadores metastasicos a pacientes con otras
variantes de Linfoma
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