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GLOSARIO 

 

Algoritmo: Serie de pasos organizados que describe el proceso que se debe seguir para 

dar solución a un problema específico. 

 

Algoritmo de Hans: Serie de pasos organizados que, de acuerdo con la interpretación de 

la expresión inmunohistoquímica de tres antígenos de superficie (CD10, BCL6 y MUM1), 

puede determinar si el origen histológico del LDCBG corresponde con el fenotipo 

centrogerminal o con célula B activada.  

 

Apoptosis: Vía de muerte celular programada, con el fin de controlar su desarrollo y 

crecimiento, que está desencadenada por señales celulares controladas genéticamente. 

 

BCL2: Gen de Linfoma de células B 2 (B-Cell Lymphoma 2). Protooncogén que bloquea 

una vía común de apoptosis, impidiendo que el DNA dañado actúe como una señal de 

activación de muerte celular programada. 

 

BCL6: Gen de Linfoma de células B 6 (B-Cell Lymphoma 6). Represor de transcripción 

necesario para las células B maduras durante la reacción en el centro germinal, 

expresándose exclusivamente en esta fase de diferenciación. 

 

Biopsia líquida: Muestra biológica no sólida en la que se pueden encontrar elementos 

liberados por el tumor primario o su metástasis, tales como células tumorales circulantes 

(CTCs), DNA libre de células plasmáticas (cfDNA), DNA tumoral circulante (ctDNA) y 

exosomas. 

 

CD10: Antígeno de diferenciación 10 (Cluster of differentiation 10, CD10). 

Metaloendoproteasa común dependiente de zinc que inactiva varios péptidos de 

señalización. 

 

Enfermedad mínima residual: Presencia de enfermedad maligna hematológica en 

pacientes que se encuentran en remisión según análisis convencionales. 

 

Linfoma: Término general que se usa para describir un grupo de cánceres que se originan 

en el sistema linfático. 

 

MUM1: Oncogén de mieloma múltiple 1 (Multiple myeloma oncogene 1). Mediador crítico 

del desarrollo de células linfoides, mieloides y dendríticas. 

 

Perfil de expresión génica: Medida de la actividad de miles de genes simultáneamente, 

para crear una imagen global de la función celular. 

 

Tumor primario: Tumoración inicial que se forma en el cuerpo como consecuencia de la 

multiplicación incontrolada de las células en un proceso neoplásico. 
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1. RESUMEN 

El Linfoma Difuso de Células B Grandes (LDCBG) es una neoplasia linfoide B agresiva que 

se caracteriza por tener una alta heterogeneidad en la evolución clínica y en la respuesta 

al tratamiento, por lo cual se han determinado distintos factores de utilidad pronóstica que 

permiten conocer, agrupar y predecir el comportamiento en la forma más homogénea 

posible. Entre los factores pronósticos de mayor utilidad se encuentra la detección 

inmunohistoquímica de biomarcadores como BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 para la 

subclasificación de acuerdo con la célula de origen (Centro Germinal o Célula B Activada) 

mediante el algoritmo de Hans. Sin embargo, esta metodología requiere de una biopsia del 

tumor primario como muestra biológica por estudiar, resultando una técnica invasiva para 

el paciente. En los últimos años se han propuesto alternativas no invasivas para la 

determinación de estos factores pronósticos como la detección de marcadores moleculares 

en Células Tumorales Circulantes (CTCs), las cuales son células cancerosas que se han 

diseminado a la circulación a partir de tumores primarios.  

Por lo anterior, en el presente trabajo se determinaron los niveles de expresión de los genes 

BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en CTCs obtenidas a partir de sangre periférica de pacientes 

con LDCBG mediante RT-qPCR con el objetivo de realizar la subclasificación en Centro 

Germinal o Célula B Activada, de acuerdo con el algoritmo de Hans.  

Se analizaron 30 pacientes con LDCBG en distintos ciclos de quimioterapia R-CHOP y 30 

individuos sanos, encontrándose sobreexpresión de BCL2 en el 20% (6/30) de los pacientes 

analizados. Los niveles de expresión de los genes CD10, BCL6 y MUM1 fueron utilizados 

para determinar el subtipo molecular de acuerdo con el algoritmo de Hans, pudiendo 

clasificar 25 de los 30 pacientes analizados. En estos pacientes, se encontró que el 56% 

(14/25) pertenecían al subtipo CG y 44% (11/25) al subtipo CBA. Además, se compararon 

los resultados obtenidos con los reportados por el Departamento de Patología del Hospital 

General de México, encontrando que el 56% (14/25) de los resultados coincidieron entre 

ambas técnicas. Asimismo, fue posible determinar el subtipo molecular mediante RT-qPCR 

de aquellos pacientes que no contaban con estudios inmunohistoquímicos suficientes para 

su clasificación (2/25).  

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la determinación de los niveles de 

expresión de genes en CTCs de LDCBG es una herramienta útil para la subclasificación y 

el seguimiento a partir del diagnóstico y durante el tratamiento; así como para la 

determinación de factores pronósticos.  



2 

 

2. ABSTRACT 

Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) is an aggressive B-lymphoid neoplasm 

characterized by having a high heterogeneity in the clinical course and response to 

treatment, for which different prognostic factors have been determined that allow us to know, 

group and predict behavior in the most homogeneous way possible. Among the most useful 

prognostic factors is the immunohistochemical detection of biomarkers such as BCL2, 

CD10, BCL6 and MUM1 for subclassification according to the cell of origin (Germinal Center 

or Activated B Cell) using the Hans Algorithm. However, this methodology requires a biopsy 

of the primary tumor as a biological sample, resulting in an invasive technique for the patient. 

In recent years, non-invasive alternatives have been proposed for the determination of these 

prognostic factors, such as the detection of molecular markers in Circulating Tumor Cells 

(CTCs), which are cancer cells that have spread to the circulation from primary tumors.  

This is why in the present work, the expression levels of the BCL2, CD10, BCL6 and MUM1 

genes were determined in CTCs obtained from peripheral blood of patients with DLBCL by 

means of RT-qPCR with the aim of performing the subclassification in Germinal Center or 

Cell B Activated, according to Hans Algorithm.  

30 healthy individuals and 30 patients with DLBCL were analyzed in different cycles of R-

CHOP chemotherapy, and BCL2 overexpression was found in 20% (6/30) of the patients 

analyzed. The expression levels of the CD10, BCL6 and MUM1 genes were used to 

determine the molecular subtype according to the Hans Algorithm, being able to classify 25 

of the 30 patients analyzed. In these, it was found that 56% (14/25) belonged to the CG 

subtype and 44% (11/25) to the CBA subtype. In addition, the results obtained were 

compared with those reported by the Department of Pathology of the General Hospital of 

Mexico, finding that 56% (14/25) of the results coincided between both techniques. Likewise, 

it was possible to determine the molecular subtype using RT-qPCR of those patients who 

did not have sufficient immunohistochemical studies for their classification (2/25).  

The results obtained in this study suggest that the determination of gene expression levels 

in CTCs of DLBCL is a useful tool for subclassification and follow-up from diagnosis and 

during treatment; as well as for the determination of prognostic factors. 
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3. MARCO TEÓRICO 

El cáncer se define como un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier 

parte del organismo. La principal característica del cáncer es la multiplicación rápida de 

células anormales que se extienden más allá de sus límites habituales y que pueden invadir 

partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros órganos. El cáncer es la principal causa 

de muerte en todo el mundo, siendo uno de los mayores retos en salud pública (OMS, 

2018).  

Entre los distintos tipos de cáncer, las neoplasias hematológicas tienen gran importancia 

debido al incremento observado en morbilidad y mortalidad generales durante las últimas 

décadas. Éstas forman un grupo de enfermedades que provienen de la expansión clonal 

de células hematopoyéticas, determinando el estado de diferenciación de la transformación 

celular y el fenotipo de la enfermedad (SEGG, 2006). Dentro de las neoplasias 

hematológicas se encuentran los linfomas no Hodgkin (LNH), que se originan en el tejido 

linfático. A nivel mundial, los LNH se encuentran en 9º y 11º lugar en hombres y mujeres, 

respectivamente (Tirado & Mohar, 2007). 

3.1 Linfoma Difuso de Células B Grandes  

El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) se caracteriza por ser un tipo de neoplasia 

de células B maduras de mediano o gran tamaño con un patrón de crecimiento difuso 

(Figura 1). Diferentes estudios han subdividido al LDCBG en diferentes variedades 

morfológicas y subtipos moleculares, que hacen que se considere como una neoplasia de 

comportamiento heterogéneo (Swedlow et al., 2017).  

 

 

Figura 1. Morfología del LDCBG. 

La tinción Hematoxilina & Eosina (400X) de un ganglio linfático muestra un patrón de crecimiento 

difuso compuesto por linfocitos B grandes con citoplasma moderadamente abundante. Algunas 

células muestran núcleos multilobulados (Tomada de Swerdlow et al, 2017). 
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3.1.1 Epidemiología 

El LDCBG es la neoplasia linfoide más frecuente en adultos, representando el 57% de los 

casos de linfoma no Hodgkin (LNH) en países occidentales. Aunque la edad promedio de 

los pacientes al diagnóstico es de 70 años, el espectro de edad es muy amplio y también 

se presenta en la infancia y en el adulto joven. Afecta predominantemente a varones adultos 

(Swerdlow et al., 2017 & Pérez-Zúñiga et al., 2018). 

De acuerdo con el SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) se calcula una 

incidencia anual de 23,500 casos nuevos. La incidencia aumenta gradualmente a partir de 

los 50 años. En México, esta neoplasia constituye aproximadamente el 48% del total de los 

LNH (Labardini et al., 2011).
 

3.1.2 Etiología 

Hasta el momento, la causa es desconocida. Sin embargo, en algunos casos es posible 

detectar algunos factores de riesgo tales como inmunodeficiencias (agammaglobulinemia 

de Bruton, deficiencias del complemento), enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso 

sistémico), e infecciones crónicas o que causan inmunosupresión (Síndrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida), así como en los pacientes sometidos a tratamientos 

inmunosupresores. Algunos agentes infecciosos, como el virus de Epstein Barr, juegan un 

papel importante en el desarrollo de ciertos tipos de linfoma (Beltran et al., 2011). La 

mayoría de los casos de LDCBG son formas de novo, pero también pueden ser resultantes 

de la progresión o transformación de una enfermedad linfoproliferativa previa (leucemia 

linfocítica crónica, linfoma folicular u otros tipos de linfomas indolentes) (Romero et al., 

2006). 

 

El comportamiento clínico y la respuesta al tratamiento de los distintos subtipos del LDCBG 

(centro germinal [CG] y célula B activada [CBA]) dependen considerablemente de la etapa 

de diferenciación de las células B del que se originan. Durante la reacción del centro 

germinal, dos modificaciones distintas del DNA de las células B alteran el receptor de las 

células B: la hipermutación somática y la recombinación de cambio de clase, que requieren 

citidina desaminasa inductora de activación (AID); ya que al activarse el linfocito B se activa 

está enzima y favorece la hipermutación somática al desaminar a la citidina y convertirla en 

uracilo (Muramatsu et al., 2000). Mediante la recombinación de cambio de clase, la IgM 

cambia la clase de cadena pesada de inmunoglobulina a IgG, IgA o IgE; mientras que la 

hipermutación somática implica mutaciones de la región variable de inmunoglobulina, que 

crean una población de células B con afinidad aumentada (o disminuida) por un antígeno 

particular. Estas modificaciones genéticas son esenciales para una respuesta inmune 
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normal, pero también son una fuente de daño en el DNA que puede volverse patológico en 

los linfomas. Los linfomas subtipo CG expresan cientos de genes que definen las células B 

del centro germinal, incluidos BCL6, MTA3, SPIB, BACH2, OCT2, OCAB e IRF8. El clon 

maligno continúa sufriendo hipermutación somática, y las células a menudo cambian las 

clases del locus de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. Por el contrario, los 

linfomas CBA tienen el programa de expresión de células plasmáticas, incluido el factor de 

transcripción XBP1, el regulador maestro de la secreción de inmunoglobulina. La activación 

constitutiva de la vía NF-kB hace que los linfomas CBA expresen el factor de transcripción 

MUM1 y esto puede llevarlos hacia la diferenciación en células plasmáticas. Sin embargo, 

los linfomas CBA adquieren alteraciones genéticas que interfieren con Blimp-1, bloqueando 

así la diferenciación completa en las células plasmáticas (Figura 2) (Lenz & Staudt, 2010). 

 

 

Figura 2. Diferenciación de la célula B y linfomagénesis.  

En la imagen se indica el origen de distintas neoplasias de células B, así como la regulación génica 

del centro germinal y plasmocítica. (Tomada y modificada de Lenz & Staudt, 2010). 

3.1.3 Clasificación 

La clasificación actual de la Organización Mundial de la Salud de los tumores de los tejidos 

hematopoyéticos y linfoides ha subdividido los linfomas difusos de células B grandes en 
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variantes morfológicas, subgrupos moleculares e inmunofenotípicos y distintas entidades 

de enfermedad, como se muestra en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Clasificación del linfoma difuso de células B grandes. 

(Tomado de Swerdlow et al., 2017). 

Linfoma Difuso de Células B Grandes 

      Variantes morfológicas 

          Centroblástico 

          Inmunoblástico 

          Anaplásico 

          Otras variantes raras 

      Subgrupos moleculares 

          Centro Germinal (GC, 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 cutáneo 

      Linfoma difuso de células B grandes EBV-positivo 

      Linfoma difuso de células B grandes asociado con inflamación crónica 

      Granulomatosis linfomatoide 

      Linfoma difuso de células B grandes con rearreglos de MUM1 

      Linfoma difuso de células B grandes primario mediastinal (tímico) 

      Linfoma difuso de células B grandes intravascular 

      Linfoma difuso de células B grandes ALK-positivo 

      Linfoma plasmablástico 

      Linfoma difuso de células B grandes HHV8-positivo 

      Linfoma de efusión primaria 

Linfoma de células B de alto grado 

      Linfoma de células B de alto grado con rearreglos de MYC y BLC2 y/o BCL6 

      Linfoma de células B de alto grado 

Linfoma de células B inclasificable 

      Linfoma de células B inclasificables, con características intermedias entre Linfoma Difuso  

      de Células B Grandes y Linfoma de Hodgkin Clásico 
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3.1.4 Características clínicas 

Al diagnóstico, la mayoría de los pacientes presentan adenopatías rápidamente progresivas 

(Figura 3), por lo que alrededor del 50% de los pacientes se diagnostican en estadios 

avanzados y con diseminación tumoral. Si bien es una enfermedad de predominio 

ganglionar (37% cuello, 21% axilas y 18% región inguinal), el sitio inicial de presentación 

puede ser extranodal, siendo más frecuentemente afectados el mediastino, SNC, ojo, senos 

paranasales, piel, pulmones, tubo digestivo, testículo, hígado, bazo, hueso, médula ósea, 

aparato genitourinario, ovarios y glándula mamaria (Jaime & Gómez, 2015). 

 

 

Figura 3. Crecimiento ganglionar cervical en LNH.  

(Tomada de Vargas & Hurtado, 2011). 

 

Hasta un 60% de los enfermos pueden presentar síntomas B, los cuales son diaforesis 

(sudoración nocturna), fiebre y pérdida de más del 10% del peso corporal en los 6 meses 

anteriores al diagnóstico (Mejía et al., 2015). 

 

La estadificación clinicopatológica del LDCBG se clasifica de acuerdo con el sistema Ann 

Arbor, diseñado en 1971 para su utilización en el linfoma de Hodgkin y modificado en 1989 

en la Conferencia de Cotswold (Tabla 2 y Figura 4). 
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Tabla 2. Clasificación de Ann-Arbor modificada por Cotswold. 

(Tomado y modificado de Pérez-Zúñiga et al., 2018). 

Estadio Área afectada 

I 
Afectación de una única región ganglionar o una única estructura linfoide (bazo, 

timo, anillo de Waldeyer)  

II Afectación de dos o más regiones ganglionares en el mismo lado del diafragma  

III 
Afectación de regiones linfáticas a ambos lados del diafragma que pueden ir 

acompañadas de afectación extralinfática localizada  

IV 
Afectación diseminada de uno o más órganos extralinfáticos, asociada o no con 

enfermedad en los ganglios linfáticos 

Anotaciones a la definición de estadio 

A: Asintomático 

B: Síntomas B presentes 

X: Enfermedad voluminosa: conglomerado ganglionar mayor a 10 cm en diámetro o se compromete 

el mediastino mayor de un tercio del diámetro torácico. 

E: Afectación extranodal por contigüidad. 

 

 

Figura 4. Clasificación de Ann Arbor modificada por Cotswold  

(Tomada y modificada de Mezhoud, 2019). 

 

El aumento sérico de la β-2 microglobulina (β-2-M) y de la enzima lactato deshidrogenasa 

(LDH) tiene relevancia pronóstica. La β-2 microglobulina se expresa especialmente en la 

membrana de los linfocitos, participa en la presentación antigénica y su aumento sérico se 

puede deber a esta función frente a neoplasias o al recambio celular que hay en los tumores 

(Cresswell et al., 1974). Por otro lado, la LDH participa en el metabolismo tumoral. Una de 

las características del cáncer es un metabolismo alterado en el que las células cancerosas 
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dependen de la respiración anaeróbica como la principal fuente de energía. Esto implica la 

producción de lactato a partir de glucosa incluso en un entorno con suficiente oxígeno 

(efecto Warburg). Por lo tanto, las células tumorales absorben el exceso de glucosa y la 

usan para un crecimiento y proliferación acelerados. Varios estudios han demostrado la 

asociación de LDH con varias características de la enfermedad, como síntomas, tamaño 

del tumor, organomegalia, etc. (Yadav et al., 2016). 

 

3.1.5 Diagnóstico 

Actualmente, el estándar de oro para el diagnóstico de LDCGB es el examen 

histopatológico. Las exploraciones complementarias indispensables en el estudio de 

extensión incluyen la historia clínica del paciente y su exploración física, estudios de 

laboratorio y técnicas de diagnóstico por imagen (Basqueira et al., 2012 & Sans-Sabrafen 

et al., 2006). 

 

3.1.5.1 Exploración física 

El examen físico debe incluir, además de la exploración de los territorios ganglionares 

clásicos, áreas frecuentemente poco exploradas, como el anillo de Waldeyer, los ganglios 

epitrocleares, occipitales y femorales, así como los ganglios inguinales de los linfomas con 

origen ganglionar (Sans-Sabrafen et al., 2006). 

 

Durante la exploración física es importante la valoración del estado funcional del paciente. 

En el LDCBG se utiliza la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), la cual 

consiste en 6 niveles de funcionalidad que van desde el funcionamiento normal (ECOG= 0) 

hasta la muerte (ECOG= 5), tal como se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Escala Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 

(Tomada y modificada de Pérez-Cruz & Acevedo, 2014). 

Puntaje Descripción 

0 
Completamente activo, capaz de realizar todas las actividades previas a la enfermedad, 

sin restricción 

1 Restringido en actividad física extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos 

2 
Capaz de caminar y de autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo. 

Deambula más de 50% de las horas que está despierto 

3 
Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla más de 50% de las 

horas que está despierto 

4 
Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente confinado en 

cama o silla 

5 Muerte 

 

3.1.5.2 Estudios de laboratorio 

En el diagnóstico del LDCBG, es imprescindible la biometría hemática completa, tiempos 

de coagulación, pruebas de función renal y hepática, lactato deshidrogenasa (LDH) y β-2 

microglobulina (β-2-M), y serología del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), hepatitis 

B y C (VHB y VHC, respectivamente) entre otros (Sans-Sabrafen et al., 2006). 

 

3.1.5.3 Biopsia ganglionar 

El diagnóstico de linfoma y la identificación del subtipo específico requiere estudio 

histológico donde se observa patrón característico de infiltración difusa por células B 

grandes, estudio inmunohistoquímico para CD20, CD19, CD79a, BCL2, CD10, BCL6 y 

MUM1, y en ocasiones estudios citogenéticos y moleculares. Es recomendable el estudio 

del ganglio completo o una muestra amplia de tejido infiltrado. Sin embargo, en algunos 

casos, se puede recurrir a la biopsia con aguja gruesa cuando no sea posible obtener 

muestra de adenopatía o de tejido por biopsia (Miralles et al., 2017). 
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3.1.5.4 Estudios de imagen 

Los estudios de imagen en los linfomas tienen distintos usos, entre los que destacan la 

estadificación, el monitoreo del tratamiento, la valoración de la remisión de la enfermedad, 

así como el pronóstico pretrasplante (Noboa et al., 2018). 

Actualmente se utiliza la Tomografía de Emisión de Positrones (PET), la cual se basa en 

los principios de la medicina nuclear. A partir de la inyección de un radiofármaco traza un 

mapa metabólico corporal con distribución normal o patológica (áreas hipo o 

hipermetabólicas). El radiofármaco utilizado es la 18F-FDG (2-fluoro-2-deoxy-D-glucosa), un 

análogo de la glucosa marcado con Flúor 18, que es un emisor de positrones. El 

Standardized Uptake Value (SUV) sirve como un marcador cuantitativo de la actividad 

metabólica y la evaluación de la respuesta se clasifica según la escala de cinco puntos de 

Deauville. En los pacientes con LDCBG se recomienda al principio del tratamiento para su 

estadificación y pronóstico, después del tercer o cuarto ciclo de quimioterapia (PET 

intervalo), así como al finalizar el tratamiento (Noboa et al., 2018 & Eleta, 2008).
 

 

3.1.6 Factores pronósticos 

Los pacientes con LDCBG presentan heterogeneidad en la evolución clínica y en la 

respuesta al tratamiento, lo cual se relaciona con ciertas características clínicas, 

inmunohistoquímicas, bioquímicas y genéticas; y algunas de ellas se comportan como 

factores determinantes para el pronóstico, por lo cual su evaluación al diagnóstico es de 

vital importancia (Hunt & Reichard, 2008). 

 

3.1.6.1 Índice Pronóstico Internacional Revisado (R-IPI) 

El Índice Pronóstico Internacional (IPI) fue la primera herramienta utilizada para predecir la 

supervivencia en los pacientes con LDCBG. La combinación de cinco parámetros clínicos 

de fácil medición (edad >60 años, estado funcional de acuerdo con la escala ECOG >1, 

actividad de LDH elevada, estadio clínico Ann Arbor avanzado y enfermedad 

extraganglionar en más de un sitio) permite establecer 4 grupos de riesgo (bajo, intermedio-

bajo, intermedio-alto y alto), asignando un punto para cada una de las características que 

se presente en el paciente (The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors 

Project, 1993). 

Pese a su importancia pronóstica y al gran nivel de evidencia estadística de este modelo 

predictivo de supervivencia, tras la implementación del anticuerpo monoclonal rituximab al 

régimen de tratamiento CHOP su utilidad fue cuestionada. En 2007, Senh et al propusieron 
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el uso de esta misma clasificación revisada, conocida como IPI revisado en la que se evalúa 

la clasificación IPI en pacientes tratados con rituximab (Sehn et al., 2007). Teniendo en 

cuenta el comportamiento de las curvas de sobrevida, se reducen los grupos de riesgo a 

tres: muy favorable, favorable y pobre (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Grupos de riesgo según el Índice Pronóstico Internacional Revisado (R-IPI). 

(Tomada de Sehn et al., 2007). 

Calificación Grupo de riesgo Supervivencia libre de progresión a 4 años (%) 

0 Muy favorable 94 

1-2 Favorable 80 

3-5 Pobre 53 

 

3.1.6.2 Subclasificación molecular  

El conocimiento de la linfomagénesis y el desarrollo de las técnicas de biología molecular 

ha permitido identificar dos subtipos moleculares del LDCBG: Centro Germinal (CG) o 

Célula B Activada (CBA), así como un grupo de casos que no podían clasificarse en ninguna 

categoría. Estos subgrupos difieren en la expresión de miles de genes, activación de vías 

de señalización y resultado clínico; por lo que se consideran pronósticos. Además, permiten 

predecir la sensibilidad a las terapias dirigidas emergentes como bortezomib, lenalidomida, 

ibrutinib y venetoclax (Young et al., 2015; Jo et al., 2019; Castellino et al., 2018; Younes et 

al., 2019; Goy et al., 2019 & Morschhauser et al., 2018). 

Mediante los perfiles de expresión génica (Gene expression profiling, GEP) se ha 

determinado la firma de expresión de estos subtipos. La firma de expresión génica que 

distingue al subtipo CG incluye muchos marcadores conocidos de diferenciación del centro 

germinal entre los que se encuentran los genes CD10, CD38, BCL6, A-myb, LMO2, GCET1 

y OGG1. Por otra parte, se encontró que la firma de expresión génica del subtipo CBA 

sobreexpresa genes del perfil correspondiente a las células de sangre periférica sometidas 

a procesos de mitogénesis y activación, como son MUM1, FOXP1 y FLIP (Figura 5) 

(Alizadeh et al., 2000). 
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Figura 5. Descubrimiento de subtipos de LDCBG mediante perfiles de expresión génica.  

Dos subgrupos, LDCBG subtipo CG (naranja) y LDCBG subtipo CBA (azul) fueron definidos por 

perfiles de expresión génica. El color verde indica una expresión reducida, mientras que el rojo 

indica expresión elevada del gen analizado (Tomada de Alizadeh et al, 2000). 

 

La caracterización del LDCBG mediante GEP tiene un importante impacto pronóstico. En 

diversos estudios se ha reportado que los pacientes con subtipo CG tienen una mayor 

probabilidad de sobrevida libre de eventos (SLE) y sobrevida general (SG) que los 

pacientes con subtipo CBA bajo esquema de tratamiento R-CHOP (Figura 6). 
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Figura 6. Predictores de supervivencia de expresión genética en pacientes con LDCBG 

tratados con R-CHOP. 

(A) SLE a 5 años. (B) SG a 5 años. (Tomada y modificada de Lenz et al, 2008). 

 

3.1.6.2.1 Algoritmo de Hans 

Si bien el GEP permite subclasificar el LDCBG en dos subtipos moleculares, su aplicación 

está restringida a fines de investigación, además de ser una técnica costosa. Esto ha 

llevado a desarrollar enfoques basados en inmunohistoquímica para la clasificación 

molecular (Coutinho et al., 2013). Debido a esto, se han propuesto varios algoritmos que 

permiten distinguir entre los subgrupos moleculares, basados en un panel de tinciones 

inmunohistoquímicas en tejidos FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, fijados en 

formalina embebidos en parafina) para los marcadores de células B del centro germinal 

(CD10, BCL6, GCET1 y LMO) y los marcadores de célula B activada (MUM1 y FOXP1) 

(Hwang et al., 2013). Entre ellos, el algoritmo de Hans, que se basa en la expresión de 

CD10, BCL6 y MUM1, es el más aceptado y utilizado en la práctica clínica debido a la 

concordancia que presenta con el GEP (71% en el subtipo CG y 88% en CBA) (Figura 7) 

(Hans et al., 2004).  

 

 

Figura 7. Algoritmo de Hans. 

De acuedo a la tinción inmunohistoquímica, si CD10 es positvo se considera que el LDCBG es 

subtipo CG, de lo contrario se analiza BCL6. Si BCL6 es negativo, el subtipo será CBA, mientras 

que si es positvo se realiza la tinción para MUM1. Si MUM1 es positivo el subtipo será CBA, si es 

negativo será subtipo CG (Tomada y modificada de Hwang et al., 2013). 
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A continuación, se describen las proteínas que conforman el panel inmunohistoquímico 

para la subclasificación mediante el algoritmo de Hans y los genes que las codifican, así 

como la función que cumplen en el LDCBG.  

 

 3.1.6.2.1.1 CD10 

El antígeno de diferenciación 10 (Cluster of differentiation 10, CD10), también conocido 

como antígeno de leucemia linfoblástica aguda común (CALLA), es una 

metaloendoproteasa común dependiente de zinc que inactiva varios péptidos de 

señalización. Se expresa en leucemia linfoblástica B, linfoma folicular, linfoma de Burkitt, y 

algunos casos de LDCBG; Sin embargo, esta proteína no se limita a las células leucémicas 

y se encuentra en una variedad de tejidos normales, como células de tejido epitelial 

(Maguer-Satta et al., 2011). El gen que codifica esta proteína se encuentra en el cromosoma 

3q21-27, está compuesto por 24 exones y abarca 80 kb. Se expresa específicamente en 

estadios progenitores linfoides tempranos que muestran un fenotipo inmaduro que sugiere 

su papel en el desarrollo y diferenciación de las células linfoides (Mishra et al., 2016). En su 

papel como marcador inmunohistoquímico, Hans et al describieron que, debido a los 

diferentes resultados clínicos encontrados en estudios retrospectivos, no se podía afirmar 

que la sola expresión de CD10 pudiera ser usada para predecir supervivencia (Hans et al., 

2004). 

 

3.1.6.2.1.2 BCL6 

El gen del linfoma de células B 6 (B-Cell Lymphoma 6, BCL6) se localiza en el cromosoma 

3q27.3, comprende 24 kb, está compuesto por 12 exones y codifica una proteína de 95 

kDa. BCL6 es un represor de transcripción necesario para las células B maduras durante 

la reacción en el centro germinal, expresándose exclusivamente en esta fase de 

diferenciación. Para ejercer su función regula diferentes vías de señalización, inhibiendo la 

diferenciación a células plasmáticas, la respuesta al daño del DNA, la apoptosis y varias 

rutas que intervienen en los estadios finales de la diferenciación de los linfocitos B. La 

expresión desregulada de BCL6 desempeña un papel fundamental en el mantenimiento del 

fenotipo proliferativo y la supervivencia de los linfomas de células B que surgen del centro 

germinal. BCL6 juega un papel clave en la modulación de genes implicados en la detección 

y respuesta al daño del DNA, favoreciendo así la acumulación de mutaciones oncogénicas 

adicionales (Iglesias, 2017). 

Se ha encontrado que la expresión individual de BCL6 funciona como factor pronóstico, 
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independientemente de la edad, estado funcional, estadio clínico del linfoma, niveles 

séricos de LDH y sitios extraganglionares de la enfermedad en el momento del diagnóstico 

(Rojas et al., 2016). Múltiples estudios inmunohistoquímicos y análisis que utilizan la 

reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa (RT-qPCR) han 

demostrado que su expresión individual o en combinación con otros marcadores del centro 

germinal predice un resultado favorable en LDCGB (Barrans et al., 2002 & Lossos et al., 

2004). 

 

3.1.6.2.1.3 MUM1 

El oncogén del mieloma múltiple-1 (MUM1) se encuentra en el cromosoma 6p25, tiene 9 

exones y codifica un factor de transcripción que juega un papel clave en el desarrollo de las 

células linfoides (Gualco et al., 2010). En el sistema hematolinfoide, MUM1 se expresa 

principalmente en células B y células linfoides T activadas, compartiendo algunas 

propiedades con IRF8, otro miembro de la familia, que también está restringido 

principalmente al sistema linfoide (Tanaka & Taniguchi, 2000). MUM1 se considera un 

mediador crítico del desarrollo de células linfoides, mieloides y dendríticas. En las células 

B, MUM1 se expresa en un pequeño subconjunto de células del centro germinal (GC) 

comprometidas con la diferenciación de células plasmocíticas o de memoria y en células 

plasmáticas (Falini et al., 2000). En el LDCBG su expresión se considera decisiva para 

determinar el subtipo CBA (Hans et al., 2004). Se ha evaluado su uso como biomarcador 

para predecir el resultado clínico, encontrando que la expresión de MUM1 en 

inmunohistoquímica mayor al 25% tiene impacto en la SG a 3 años (Sofo et al., 2016).  

 

3.1.6.3 Biomarcadores con valor pronóstico 

En el LDCBG, además de la determinación de CD10, BCL6 y MUM1, se evalúan distintos 

biomarcadores tales como CD20, CD5, PAX5, CD79a, KI67 y BCL2, entre otros. Estos 

biomarcadores tienen valor predictivo, además de que su detección ayuda a tomar las 

decisiones de tratamiento apropiadas para el paciente.  

CD20 es una fosfoproteína no glicosilada expresada en la superficie de todas las células B 

maduras. El CD20 se expresa en todas las etapas del desarrollo de las células B, excepto 

en la primera y la última. Su detección es importante para determinar si es necesaria la 

adición de rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20, al régimen de quimioterapia (Jo 

et al., 2010). En los casos en que CD20 sea negativo se realiza la detección de otros 

marcadores adicionales de linaje B tales como PAX5 y CD79a (Basqueira et al., 2012). 

Asimismo, se ha encontrado la expresión aberrante de algunos marcadores de linaje T, 
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siendo el más representativo CD5. Distintos estudios estudios han reportado que los 

LDCBG CD5+ presentan típicamente características clínicas agresivas y resultados 

adversos (Na et al., 2019). Otro biomarcador con valor pronóstico es la proteína nuclear no 

histona KI67, que se sintetiza al comienzo de la proliferación celular. La expresión de KI67 

se ha utilizado ampliamente en la práctica clínica como índice para evaluar la actividad 

proliferativa del linfoma. La expresión alta de KI67 se asoció en gran medida con una peor 

SG para el LNH (He et al., 2014 & Li et al., 2012).  

Entre estos biomarcadores, destaca BCL2, el cual es un protooncogén localizado en el 

cromosoma 18q21.33 que se extiende en 3 exones (Tibiletti et al., 2009). Este gen codifica 

una proteína que se localiza en la membrana externa mitocondrial, en la envoltura nuclear 

y en el retículo endoplásmico de linfocitos B y T normales, y su expresión aumenta en los 

centros germinales estimulados para la proliferación (García et al., 2006 & Iglesias, 2017). 

El protooncogén BCL2 bloquea una vía común de apoptosis, impidiendo que el DNA 

dañado actúe como una señal de activación de muerte celular programada. Por lo tanto, su 

acción es prevenir la muerte prematura de las células mitóticas y prolongar la supervivencia 

celular para favorecer la aparición de más mutaciones (Ramírez et al., 2014). La 

sobreexpresión de BCL2 se asocia con la resistencia a los fármacos en distintas neoplasias 

(Delbridge et al., 2016). La importancia pronóstica de la expresión de BCL2 en los subtipos 

moleculares ha mostrado resultados contradictorios. Mientras algunos estudios demuestran 

que la sobreexpresión de BCL2 está asociada a un resultado desfavorable en el subtipo 

CBA (Song et al., 2009 & Tsuyama et al., 2017), otros reportan que es un biomarcador de 

mal pronóstico en el LDCBG subtipo CG (Dunleavy & Wilson, 2011).  

 

Asimismo, se ha propuesto el uso de otros marcadores, determinados mediante RT-qPCR 

en CTCs. Cerón en su tesis de maestría determinó los niveles de expresión de 

biomarcadores metastásicos, tales como Ki67, BCL6, BCL10, CK19, VEGFR1, TWIST1, h-

TERT y MAGE-A3; encontrando diferencias significativas entre la expresión de los genes 

BCL6, BCL10, Ki67, CK19 y VEGFR1 en individuos sanos y pacientes, mientras que BCL6 

y h-TERT se consideraron biomarcadores de pronóstico adverso (Cerón, 2019). 

 

3.1.7 Tratamiento 

El tratamiento de primera línea para el LDCBG es la inmunoquimioterapia con el esquema 

R-CHOP: Rituximab, Ciclofosfamida, Hidroxidaunorrubicina (Doxorrubicina), Oncovin 

(Vincristina) y Prednisona. La dosis y administración en el Hospital General de México se 

presenta en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Esquema de tratamiento R-CHOP en el Hospital General de México “Dr. Eduardo 

Liceaga”. 

Fármaco Dosis 
Vía de 

administración 

Días de 

tratamiento 

Intervalo entre 

ciclos (días) 
Ciclos 

Rituximab 500 mg/m2 Intravenosa 1 

21 6 

Ciclofosfamida 1200 mg/m2 Intravenosa 1 

Doxorrubicina 70 mg/m2 Intravenosa 1 

Vincristina 2 mg/m2 Intravenosa 1 

Prednisona 100 mg/día Oral 1-5 

 

El rituximab es un anticuerpo monoclonal que se une específicamente con el antígeno de 

membrana CD20. Sus mecanismos de acción incluyen la citotoxicidad complemento-

dependiente y la citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente. Este anticuerpo monoclonal 

también actúa sobre la proliferación y diferenciación de las células linfoides malignas, 

regulando el ciclo celular e induciendo la apoptosis a través de los canales de calcio, la 

activación de proteínas tirosin-cinasas y la activación de la caspasa 3 (Espinosa et al., 

2010). Tras su adición al régimen de quimioterapia CHOP demostró un incremento 

significativo de la tasa de respuesta completa y una mejoría en la SLE y la SG (Coiffier et 

al., 2002). 

 

3.1.7.1 Terapias dirigidas 

En los últimos años, se han desarrollado agentes novedosos con especificidad tumoral más 

alta y toxicidad generalizada más baja, que proveen una alternativa inicial para pacientes 

frágiles al R-CHOP y para los pacientes refractarios o en recaída (Müller et al., 2017). El 

LDCBG subtipo CBA tiene una sobrevida reducida después de la quimioterapia, con 

respecto al subtipo CG, y se caracteriza por la activación constitutiva de la vía del factor 

nuclear kappa B (NF-κB), que puede inhibir la quimioterapia. Dunleavy et al postularon que 

la inhibición de esta vía de señalización podría sensibilizar al LDCBG subtipo CBA a la 

quimioterapia y mejorar el resultado del tratamiento (Dunleavy et al., 2009).  

Ejemplos de agentes que han demostrado mejorar la actividad de la quimioterapia R-CHOP 

son bortezomib, lenalidomida, ibrutinib y venetoclax, entre otros. Bortezomib es un inhibidor 

de proteosoma que puede suprimir la actividad de NF-κB en el LDCBG CBA, al igual que el 

agente inmunomodulador lenalidomida (Orlowski & Kuhn, 2008; Ma & Su, 2018). Ibrutinib 
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produce la interrupción de la señalización del receptor de células B, que tiene actividad 

antitumoral (Davis et al., 2010). Venetoclax es un inhibidor de BCL2 altamente selectivo que 

mejoró la eficacia de la quimioterapia en pacientes con LDCBG con BCL2 positivo 

(Morschhauser et al., 2018). 

 

3.2 Células Tumorales Circulantes 

La biopsia líquida es considerada una muestra biológica de utilidad diagnóstica y 

pronóstica. Permite diagnosticar la enfermedad mediante la detección en sangre de material 

genético o células procedentes del tumor, comprobar la existencia de enfermedad mínima 

residual, evaluar el efecto del tratamiento midiendo a tiempo real las fluctuaciones de 

material genético procedente del tumor y detectar posibles alteraciones genéticas que 

indiquen resistencias a los fármacos empleados (Camus et al., 2017). El concepto de 

biopsia líquida es bien conocido desde hace varios años, principalmente con tumores 

sólidos para los cuales se ha podido demostrar la presencia de células tumorales 

circulantes (CTCs), DNA libre de células plasmáticas (cfDNA), DNA tumoral circulante 

(ctDNA) y exosomas (Diaz & Bardelli, 2014; Lowes et al., 2016; Alizadeh et al., 2015 & 

Wang et al., 2015).  

Las CTCs son células presentes en sangre periférica que proceden del tumor primario o de 

su metástasis. Pese a encontrarse en una baja cantidad estas células constituyen un 

sensible marcador tumoral y cada vez se vinculan más a la detección precoz, diagnóstico, 

monitorización y pronóstico del cáncer. Por este hecho nace la necesidad de encontrar 

técnicas capaces de detectar estas células, así como su heterogeneidad (Cano, 2019). 

La determinación de CTCs no es un concepto nuevo, en 1869 Ashworth publicó un caso 

donde las células malignas similares a las del tumor primario circulaban en sangre periférica 

(Ashworth, 1869). Estas observaciones llevaron a suponer durante mucho tiempo que su 

presencia significaba una progresión de la enfermedad neoplásica maligna y que se podía 

relacionar directamente con las metástasis tumorales. Pero su verdadero significado 

biológico no había podido ser establecido debido a su escaso número y por no contar con 

técnicas que permitieran su aislamiento e identificación eficaz (Kagan et al., 2002 & Jeffrey 

et al., 2004). 

Las CTCs poseen potencial para generar metástasis. Para que la metástasis ocurra, la 

célula tumoral requiere modificar su fenotipo, esto lo hace a través de un proceso biológico 

llamado transición epitelio mesenquimal (TEM). Así, en este proceso se pierden 

marcadores de epitelio como E-cadherina y citoqueratinas, características de su sitio de 

origen y se expresan marcadores mesenquimatosos, así como factores de transcripción 

que regulan esta transformación en la célula tumoral (SNAIL, SLUG, ZEB1, ZEB2). Las 
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CTCs pueden expresar marcadores tanto de epitelio como de mesénquima, por la transición 

en la que se encuentran y que las distinguen del sitio de origen de donde se desprenden. 

Las CTCs son una población heterogénea que expresan distintos marcadores como 

EpCAM, pancitoqueratina, vimentina y no expresan algunos otros como CD45 (González, 

2019 & Ignatiadis et al., 2015). 

 

3.2.1 Enriquecimiento y detección de CTCs 

Las CTCs son células tumorales raras, en sangre periférica se pueden detectar 

aproximadamente 1 CTC por ml de sangre, liberada por tumores primarios o metástasis. La 

selección de CTCs suele ser el primer paso de la detección, con enriquecimiento positivo o 

negativo. Luego, un paso de detección distingue a las CTCs de las células normales 

restantes (Ferreira et al., 2016). El paso de selección se basa en las propiedades 

bioquímicas o biofísicas de las CTCs. Las diferencias en la expresión de antígenos de 

superficie celular permiten la selección positiva de CTCs y la selección negativa de 

leucocitos. En el carcinoma, el antígeno más comúnmente utilizado para la inmunoselección 

positiva de CTCs es la molécula de adhesión de células epiteliales (EpCAM), que es 

expresada por la mayoría de las células de carcinoma. La inmunoselección negativa de 

leucocitos generalmente se dirige a CD45, un antígeno común leucocitario. La selección de 

CTCs se basa en diferencias de tamaño, deformabilidad, características bioeléctricas o 

densidad entre CTCs y leucocitos. Después del enriquecimiento, la verificación de la 

identidad de las células capturadas se basa generalmente en imágenes de alta resolución 

combinadas con tinción inmunocitofluorescente. Las técnicas más sofisticadas incluyen la 

caracterización genómica, transcriptómica o proteómica de alto rendimiento de células 

aisladas (Figura 8) (Cabel et al., 2017). 
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Figura 8. Técnicas de detección de CTCs. 

(Tomado y modificado de Cabel et al., 2017). 

 

Los avances tecnológicos actuales han permitido desarrollar diferentes métodos para la 

determinación de CTCs en los laboratorios clínicos, ya sean morfológicos (ISET [Isolation 

by Size of Epithelial Tumor cells], basados en gradiente de densidades; (Oncoquick), o 

immunomagnéticos (MACS® [Magnetic Activated Cell Sorting system], AdnaTest®, 

RARETM® [RosetteSep-Applied imaging Rare Event], FAST® [Fiber-optic Array Scanning 

Technology], LSC® [Laser Scanning Cytometer], CellSearch®). Además, se dispone de 

microscopios automatizados que permiten una exploración más rápida (ACIS® [Automated 

Cellular Imaging System], CellSpotter y ARIOL®) (Weissleder & Pittet, 2008). 

El sistema semiautomático CellSearch Epithelial Cell Kit (Veridex®) de determinación de 

CTCs es el único aprobado actualmente por la FDA (Food and Drug Administration) como 

un predictor independiente de supervivencia global y supervivencia libre de progresión en 

pacientes con metástasis de mama, colon y cáncer de próstata cuando se aplica en el 

contexto clínico concreto. Es un sistema que aprovecha la expresión de la molécula de 

adhesión celular epitelial EpCAM y enriquece la muestra con fluido férrico y anticuerpos 

dirigidos contra EpCAM unidos a bandas inmunomagnéticas. Las células epiteliales 

circulantes son aisladas mediante campos magnéticos y posteriormente teñidas con 4',6-

diamidino-2-fenilindol, 4',6-diamidino fenil-indol (DAPI). Para distinguir las células epiteliales 

de los leucocitos se utilizarán anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos 

específicos para leucocitos (CD45-aloficocianina) y para células epiteliales (citoqueratinas 

8, 18, 19-ficoeritrina [CK-PE]). Posteriormente las CTCs se identifican y enumeran mediante 
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el analizador CellSpotter, un microscopio semiautomático de fluorescencia que mediante 

un software específico permite reconocer las CTCs (Figura 9) (Weissleder & Pittet, 2008). 

 

 

Figura 9. CTCs detectadas en pacientes con cáncer de pulmón mediante CellSearch 

Epithelial Cell Kit.  

(A) La célula con una morfología redonda, un núcleo visible DAPI-positivo, tinción CK-PE positiva 

en el citoplasma y tinción negativa para CD45 se considera como CTCs intacta típica; (B) imagen 

de celda no incluida en el recuento de CTCs; (C) Las células positivas para CD45 (flechas) no se 

consideran CTCs. (Tomada de Ilie et al, 2014). 

 

En resumen, los resultados obtenidos en los diferentes ensayos clínicos de los que se 

dispone actualmente con CTCs sugieren que la capacidad de lanzar células en la 

circulación es una propiedad intrínseca del tumor, y que su presencia se puede iniciar en 

etapas precoces del desarrollo y en la progresión tumoral. Las células tumorales se pueden 

detectar en la sangre y la médula ósea de pacientes con cáncer, sin un contexto clínico 

histopatológico o incluso signos de metástasis, y por tanto ofrecen información única, que 

cuando se aplica adecuadamente puede individualizar el tratamiento del paciente. El rápido 

desarrollo tecnológico en la determinación de las CTCs abre una nueva área: la terapia 

específica. No sólo permiten la identificación de las CTCs, sino también su aislamiento, lo 

que posibilita el estudio de su información genómica (Olivier & Carballido, 2010). La utilidad 

del estudio de CTCs está bien establecida en diversos cánceres metastásicos, como de 

mama, próstata, colorrectal, pulmón, hepatocelular, vejiga, ovarios, entre otros (Podtar & 

Lotey, 2015). Sin embargo, su uso en las neoplasias hematológicas continúa en estudio. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

El linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) es la neoplasia linfoide más frecuente en 

adultos, representando el 48% de los casos de linfoma no Hodgkin (LNH) en México. Los 

pacientes presentan una alta heterogeneidad en la evolución clínica y en la respuesta al 

tratamiento, lo cual se relaciona con ciertas características que se comportan como factores 

determinantes para el pronóstico. Tal es el caso del biomarcador BCL2, que se asocia con 

un mal pronóstico debido a su función antiapoptótica que proporciona una ventaja de 

supervivencia para las células B malignas. Asimismo, la heterogeneidad de esta neoplasia 

ha propiciado el desarrollo de diferentes subclasificaciones que permitan conocer, agrupar 

y predecir el comportamiento clínico de los pacientes de la manera más homogénea 

posible. Existen varias maneras de subclasificar al LDCBG, entre las que se encuentran 

clasificaciones morfológicas, moleculares e inmunohistoquímicas. Entre ellas, la más 

comúnmente empleada es la inmunohistoquímica, que utiliza el algoritmo de Hans, basado 

en la expresión de CD10, BCL6 y MUM1, para dividir a esta neoplasia según su origen en 

centro germinal (CG) o célula B activada (CBA). Sin embargo, esta metodología requiere 

de una biopsia del tumor primario como muestra biológica a estudiar, resultando una técnica 

invasiva para el paciente. En los últimos años se ha propuesto la detección y caracterización 

de Células Tumorales Circulantes (CTCs) como una alternativa no invasiva que permite 

monitorear en tiempo real la evolución del tumor y la respuesta terapéutica. 

Debido a esto, el presente trabajo pretende determinar los niveles de expresión de los 

genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en CTCs utilizando pruebas de biología molecular de 

alta especificidad y sensibilidad, como RT-qPCR, aplicando el algoritmo de Hans para la 

subclasificación del LDCBG; que puede ser utilizado como un complemento al diagnóstico 

en estas neoplasias, así como otorgar una opción más segura y costeable para los 

pacientes. 
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5. HIPÓTESIS 

 

Si se encuentra sobreexpresión de los genes BCL2, CD10, BCL6 y/o MUM1 en CTCs 

obtenidas a partir de sangre periférica de pacientes con diagnóstico de LDCBG, éste podrá 

ser subclasificado de acuerdo con el Algoritmo de Hans. 
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6. OBJETIVOS 

 

 

6.1 Objetivo General 

Determinar los niveles de expresión de los genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en CTCs 

obtenidas a partir de sangre periférica de pacientes con diagnóstico de LDCBG para 

subclasificarlos según su célula de origen (Centro Germinal o Célula B Activada) de acuerdo 

con el Algoritmo de Hans. 

 

6.2 Objetivos Particulares 

● Comparar la sobreexpresión de los genes con el resultado emitido por el 

Departamento de Patología del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. 

 

● Determinar la expresión basal de los genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en 

individuos sanos mediante RT-qPCR para establecer el patrón de expresión 

diferencial entre las células sanas y las CTCs de pacientes con LDCBG.  
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7. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

7.1 Población de estudio 

7.1.1 Criterios de inclusión 

● Ser paciente del Hospital General de México con diagnóstico de Linfoma Difuso de 

Células B Grandes.  

● Mayor de 18 años. 

● Contar con consentimiento informado 

 

7.1.2 Criterios de exclusión 

● Presentar comorbilidad con alguna otra neoplasia. 

 

7.1.3 Criterios de eliminación 

● No contar con expediente clínico completo. 

● Muestra biológica insuficiente para extracción de material genético. 

 

7.2 Variables de estudio 

7.2.1 Variables independientes 

Niveles de expresión relativos de los genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1. 

7.2.2 Variables dependientes 

Subtipo molecular del LDCBG (Centro Germinal o Célula B Activada). 
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Tabla 6. Variables de estudio 

Variable Definición operacional 
Tipo de 

variable 

Escala de 

medición  
Valores 

Subtipo molecular 
Origen histológico del 

LDCBG 
Cualitativa 

Nominal 

dicotómica 

Centro Germinal 

Célula B Activada 

Edad Edad al diagnóstico Cualitativa 
Nominal 

dicotómica 

≤60 años 

>60 años 

Género Determinación de género Cualitativa 
Nominal 

dicotómica 

Femenino 

Masculino 

LDH 
Medición de la actividad de 

LDH sérica al diagnóstico 
Cualitativa Nominal  

Baja 

Normal 

Elevada 

ECOG 
Estado funcional del 

paciente 
Cualitativa 

Nominal 

dicotómica 

0-1 

≥2 

Estadio clínico 

Grado de diseminación en 

el cuerpo según la escala 

Ann-Arbor 

Cualitativa 
Nominal 

dicotómica 

I o II 

III o IV 

Síntomas B 

Presencia de diaforesis 

nocturna, fiebre y pérdida 

de >10% de peso corporal 

Cualitativa 
Nominal 

dicotómica 

Presencia 

Ausencia 

Expresión de 

BCL2 

Cuantificación relativa de 

los niveles de expresión 

mediante RT-qPCR 

Cualitativa Nominal 

Ausencia 

Expresión normal 

Sobreexpresión 

R-IPI 
Determinación de factores 

de riesgo 
Cualitativa Nominal  

Muy favorable 

Favorable 

Desfavorable 

PET final 

Evaluación de la actividad 

tumoral tras 6 ciclos de 

quimioterapia 

Cualitativa  
Nominal  

dicotómica 

Respuesta completa 

Progresión de la 

enfermedad 

Respuesta post-

quimioterapia 

Respuesta clínica tras 6 

ciclos de quimioterapia  
Cualitativa 

Nominal 

dicotómica 

Remisión 

Refractario 

Muerte Ausencia de signos vitales Cualitativa 
Nominal 

dicotómica 

Vivo 

Muerto 
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7.3. Tamaño de la muestra 

El cálculo del tamaño de la muestra se realizó con ayuda del software gPLINK (Broad 

Institute of Harvard) tomando en cuenta el número de casos que se presentan en el Hospital 

General de México por año, con un nivel de confianza del 95% y poder estadístico de 0.05. 

El tamaño de la muestra calculada fue de 30 pacientes con LDCBG.  

 

7.4 Metodología 
 

7.4.1 Material biológico 

Se analizaron un total de 30 donadores sanos obtenidos del Banco de Sangre y 30 

pacientes del Hospital General de México con consentimiento informado y diagnóstico 

histopatológico de LDCBG en distintos ciclos de tratamiento R-CHOP, analizándose un total 

de 71 muestras.  

 

7.4.2 Enriquecimiento de CTCs  

Las muestras fueron integradas con Ficoll en proporción 1:3 (Ficoll: Sangre periférica) y 

centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos. Se separó la interfase compuesta por células 

mononucleares, las cuales fueron lavadas con PBS 1X (NaCl 0.1370 M, KCl 0.0027 M, 

Na2HPO4 0.01 M y K2HPO4 0.0018 M) y almacenadas en TRIzol a -80°C hasta su uso. 

 

7.4.3 Extracción de RNA 

La extracción de RNA se realizó a través de la técnica descrita por Chomczynski y Sacchi 

(1987), que se basa en el uso de una solución monofásica de fenol e isotiocianato de 

guanidina para la lisis de las células (TRIzol) y la separación de la muestra en dos fases 

(acuosa y orgánica), seguida de la extracción y precipitación del RNA total con cloroformo 

e isopropanol a partir de la fase acuosa. A las muestras en TRIzol se agregaron 150 µL de 

CH3COOH/ CH3COONa, 400 µL de solución fenol/ agua (1:1) y 150 µL de cloroformo; y 

posteriormente fueron centrifugadas a 12,000 rpm por 15 minutos. Se separó la interfase y 

se precipitó el RNA con etanol al 100%, incubando a -20°C de 1 a 24 horas. Después, se 

centrifugó a 12,000 rpm por 15 minutos y se realizaron lavados con etanol al 75%. El RNA 

finalmente se resuspendió en agua libre de nucleasas y se incubó a 70°C por 10 minutos. 

Se verificó la integridad del RNA realizando una corrida electroforética en gel de agarosa al 

1.5%. La concentración y pureza del RNA se determinó por la medición de la absorbancia 

a 260 y 280 nm de longitud de onda mediante espectrofotometría, en una dilución 1:500. 
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7.4.4 Síntesis de cDNA 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó a partir de una retrotranscriptasa 

dependiente de RNA. El cDNA de las muestras se sintetizó a partir de 3500 ng de RNA, 

adicionando 1 μL de Oligo dT incubando a 70°C durante 10 minutos y se agregaron 5 μL 

de buffer 5X (250 mM Tris-HCl pH=8.4, 500 mM KCl, 25 mM MgCl2, 10 mM DTT), 3 μL de 

dNTP, 1 μL de M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) y el 

volumen correspondiente de agua inyectable cbp 20 μL, incubando a 37°C por 1 hora. La 

enzima se inactivó incubando la muestra a 70°C por 10 minutos.  

7.4.5 RT-PCR en punto final 

La RT-PCR en punto final es una reacción enzimática in vitro que amplifica millones de 

veces una secuencia específica de cDNA durante varios ciclos repetidos en los que la 

secuencia diana es copiada fielmente. En esta reacción de amplificación se utilizó el gen 

de la Beta-glucuronidasa (GUSB, por sus siglas en inglés) como control endógeno. Para la 

elección de las líneas celulares que se usaron como controles positivos para los genes de 

estudio se realizó una búsqueda en la literatura. Se encontró que la línea celular HL-60, 

correspondiente a leucemia promielocítica aguda, sobreexpresa BCL2 (Abondanza et al., 

2008). La línea celular Reh, que pertenece a una leucemia linfoblástica aguda no-T, no-B, 

sobreexpresa tanto el marcador de inmadurez CD10 como el gen BCL6 (Chorváth et al., 

1990 & Slone et al., 2016). Por último, la línea celular Jurkat, de leucemia linfoblástica aguda 

T, sobreexpresa MUM1 (Adamaki et al., 2013). Las condiciones de amplificación fue 

desnaturalización a 95°C por 45 segundos, hibridación a 60°C por 45 segundos y 

elongación a 72°C por 45 segundos (40 ciclos). 

 

Para los primers se utilizó la herramienta bibliográfica BLAST de NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar que las secuencias amplifiquen 

específicamente el gen de interés. Las secuencias de primers se presentan en la Tabla 7. 

 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla 7. Primers utilizados para la reacción de amplificación mediante RT-PCR 

Gen Primer FW Primer RW Tamaño del 

amplicón 

GUSB ACGCAGAAAATACGTGGTTGG GCCGAGTGAAGATCCCCTTT 107 

BCL2 CGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAG ACTTGTGGCCCAGATAGGCACCCAG 389 

CD10 GGGCTGGTGTGTCCTTTTGTA AGTTCTGGACACGAAGTGCC 381 

BCL6 GACATCATGGCCTATCGGGG CGTGCCTCTTCTGGGATTGT 353 

MUM1 GACGGAGCCGCTTACTTGA AAATCCGCAGCTGAAGTTCG 302 

 

7.4.6 RT-qPCR 

La determinación de los niveles de expresión de los genes se realizó mediante RT-qPCR 

utilizándose 300 ng de cDNA para los genes BCL2, BCL6 y MUM1 y 360 ng para el gen 

CD10, con TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied BioSystems, Life Technologies) 

y 0.35 μL de sonda de hidrólisis en un volumen final de 20 μL. El perfil térmico de 

amplificación fue desnaturalización a 95°C por 15 segundos, hibridación y elongación a 

60°C por 1 minuto (40 ciclos). Se utilizó GUSB como gen de referencia y las líneas celulares 

HL-60, Reh y Jurkat como controles positivos. Los niveles de expresión se obtuvieron por 

el método 2-ΔΔCT. Las secuencias de los primers y sondas se muestran en la Tabla 8. 
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Tabla 8. Secuencias de primers y sondas para amplificación mediante RT-qPCR 

Gen Tipo de oligo Secuencia 
Tamaño del 

amplicón 

GUSB 

Primer FW ACGCAGAAAATACGTGGTTGG 

107 pb Primer RW GCCGAGTGAAGATCCCCTTT 

Sonda CTCATTTGGAATTTTGCCGAT 

BCL2 

Primer FW TGCCTGCTTTTAGGAGACCG 

360 pb Primer RW CCATTGCCTCTCCTCACGTT 

Sonda CTCCAGGTAGGCCCGTTTTC 

CD10 

Primer FW GGGCTGGTGTGTCCTTTTGTA 

381 pb Primer RW AGTTCTGGACACGAAGTGCC 

Sonda TCGACTGTATGAAGGCGTGT 

BCL6 

Primer FW GACATCATGGCCTATCGGGG 

353 pb Primer RW CGTGCCTCTTCTGGGATTGT 

Sonda ACACCGCCAGCCTCTTATTC 

MUM1 

Primer FW CCATGACAACGCCTTACCCT 

258 pb Primer RW TTATGCTTGGCTCTGTGGGG 

Sonda CCCGTACCAATGTCCCATGA 
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8. RESULTADOS 

 

Se analizaron un total de 30 donadores sanos obtenidos del Banco de Sangre y 30 

pacientes del Hospital General de México con consentimiento informado y diagnóstico 

histopatológico de LDCBG en distintos ciclos de quimioterapia R-CHOP.  

 

8.1 Características clínico-patológicas de la población 

De los 30 pacientes analizados, se encontró que el rango de edad fue de 20 a 84 años, con 

una media de 58.4. El 43.3% de los pacientes fueron mayores a 60 años. De esta población, 

20 (66.7%) fueron mujeres y 10 (33.3%) hombres.  

 

 

Gráfico 1. Características generales de la población. 

A. Frecuencia por grupos de edad. B. Frecuencia de género en la población. 

 

Los datos clínicos tales como cuenta leucocitaria y plaquetaria, cuantificación de 

hemoglobina y niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) se obtuvieron del expediente 

clínico del paciente. Entre estos destacan los niveles de LDH, que fueron de 104 a 1218 

U/L con una media de 351 U/L. El 6.7% (2/30) tuvieron niveles bajos, 46.7% (14/30) 

presentaron niveles normales y 46.7% (14/30) tuvieron niveles altos con respecto al 

intervalo de referencia (140-271 U/L). 
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Gráfico 2. Lactato deshidrogenasa (LDH) (U/L) en pacientes con LDCBG. 

 

De acuerdo con los resultados emitidos por el Departamento de Patología del Hospital 

General de México, el origen histológico de los pacientes fue de centro germinal en un 

53.3% (16/30), célula B activada en 33.3% (10/30), mientras que 13.3% (4/30) no fueron 

reportados o no contaron con estudios inmunohistoquímicos suficientes para su 

clasificación.  

 

Gráfico 3. Origen histológico según inmunohistoquímica de pacientes con LDCBG. 

 

El estadio clínico de los pacientes se clasificó de acuerdo con la estadificación Ann Arbor, 

encontrándose 7 pacientes (23.3%) en estadios temprano (I y II) y 23 (76.7%) en estadios 

clínicos avanzados (III y IV). 
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El cálculo del factor pronóstico R-IPI se realizó de acuerdo con el número de parámetros 

de riesgo que presentaron los pacientes, clasificándolos en 3 grupos: muy favorable, 

favorable o pobre. De acuerdo con los resultados, 4 pacientes (13.3%) tenían un pronóstico 

muy favorable, 9 (30%) favorable y 17 (56.7%) pobre.  

 

 

Gráfico 4. R-IPI en pacientes con LDCBG. 

 

En la Tabla 9 se resumen las características clínico-patológicas de los pacientes 

analizados. 

 

Tabla 9. Características clínico-patológicas de 30 pacientes con LDCBG 

Parámetro 
(Intervalo de referencia) 

Valores N (%) 

Edad 

Media (rango) 

≤60 años 

>60 años 

58.4 (20-84) 

17 (56.7) 

13 (43.3) 

Género 
Femenino 

Masculino 

20 (66.7) 

10 (33.3) 

Leucocitos 

(F: 4.5- 11 x103/μL 

M: 4.5- 10.3 x103/μL) 

Media (rango) 

Disminuido 

Normal 

5.4 (2.2-9.3) 

11 (36.7) 

19 (63.3) 

Hemoglobina 

(F: 11.7- 15.5 g/dL 

M: 13.6- 17.2 g/dL) 

Media (rango) 

Disminuido 

Normal 

12.6 (6.4-16.7) 

9 (30) 

20 (66.7) 
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Elevado 1 (3.33)    

Plaquetas 

(x103/μL) 

Valor de referencia 

Media (rango) 

Disminuida 

Normal 

Elevada 

F: 159- 388, M: 156- 373 

270.7 (48-485) 

5 (16.7) 

18 (60) 

7 (23.3) 

Lactato deshidrogenasa 

(LDH) (U/L) 

Valores de referencia 

Media (rango) 

Disminuido 

Normal 

Elevado 

140-271 

351 (104-1218) 

2 (6.7) 

14 (46.7) 

14 (46.7) 

Origen histológico 

Centro germinal 

Célula B Activada 

No reportado 

16 (53.3) 

10 (33.3) 

4 (13.3) 

ECOG 
0-1 

≥2 

25 (83.3) 

5 (16.7) 

Estadío clínico 
I o II 

III o IV 

7 (23.3) 

23 (76.7) 

Síntomas B 
Presentes 

Ausentes 

21 (70) 

9 (30) 

IPI 

Bajo 

Intermedio bajo 

Intermedio alto 

Alto 

7 (23.3) 

6 (20) 

11 (36.7) 

6 (20) 

R-IPI 

Muy favorable 

Favorable 

Pobre 

4 (13.3) 

9 (30) 

17 (56.7) 

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, IPI: Índice Pronóstico Internacional, R-IPI: Índice 

Pronóstico Internacional Revisado 

 

De los 30 pacientes analizados, se recuperaron 71 muestras al diagnóstico y durante 

distintos ciclos de quimioterapia R-CHOP. Debido a que el estudio es transversal, el número 

de muestras recuperadas es variable por ciclo de quimioterapia. La distribución se presenta 

en la Tabla 10. 
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Tabla 10. Número de muestras de acuerdo con el ciclo de quimioterapia 

Ciclo de quimioterapia Número de muestras 

De novo 7 

1° ciclo 9 

2° ciclo 12 

3° ciclo 11 

4° ciclo 9 

5° ciclo 10 

6° ciclo 13 

Total 71 

 

8.2 Determinación de la integridad del material genético extraído de sangre 

periférica de individuos sanos y pacientes con LDCBG 

Se extrajo RNA de las muestras de sangre periférica de individuos sanos y pacientes y se 

determinó su concentración y pureza mediante espectrofotometría. Además, se confirmó 

su integridad por medio de electroforesis en gel de agarosa (Figura 10) en donde se 

observaron las bandas 18S y 28S, características del RNA ribosomal. 

 

 

Figura 10. Electroforesis de RNA de muestras de individuos sanos y pacientes.  

Se observan las bandas 18S y 28S del RNA ribosomal que corroboran la integridad. Carril 1-4: 

Muestras de individuos sanos; carril 5-8: Muestras de pacientes con LDCBG. 

 

Se realizó la síntesis de cDNA a partir del RNA extraído y se corroboró este proceso 

mediante la amplificación del gen constitutivo GUSB (107 pb). Los productos se corrieron 

en electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 11). 
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Figura 11. RT-qPCR del gen constitutivo GUSB en muestras de individuos sanos y 

pacientes. 

Carril 1: Marcador de peso molecular (100 pb); carril 2-5: Muestras de individuos sanos; carril 6-9: 

Muestras de pacientes con LDCBG; carril 10: Control de reacción.  

 

8.3 Estandarización de las condiciones de amplificación para RT-qPCR 

Las condiciones de amplificación de los genes se determinaron mediante PCR en punto 

final (Figura 12), utilizando como controles positivos las líneas celulares HL60 para BCL2, 

Reh para CD10 y BCL6 y Jurkat para MUM1.  

 

 

Figura 12. Amplificación de genes en líneas celulares. 

Carril 1: Marcador de peso molecular (100 pb); carril 2: GUSB (107 pb); carril 3: CD10 (381 pb); 

carril 4: BCL6 (353 pb); carril 5: MUM1 (302 pb); carril 6: BCL2 (389 pb). 

 

Al estandarizar las condiciones de amplificación para los genes en RT-qPCR (40 ciclos de 

desnaturalización a 95°C por 15 segundos, hibridación y elongación a 60°C por 1 minuto) 

se obtuvieron los plots de amplificación que se presentan en la Figura 13. 
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Figura 13. Plots de amplificación de los genes en líneas celulares. 

Las líneas celulares (HL-60 para A. BCL2, Reh para B. CD10 y C. BCL6, Jurkat para D: MUM1) se 

utilizaron como controles positivos mostrando amplificación. El control negativo tuvo poca o nula 

amplificación para cada gen. El control de reacción no tuvo amplificación, por lo que se 

estandarizaron las condiciones de amplificación empleadas. 

 

  



39 

 

8.4 Expresión de los genes en tumor primario y sangre periférica 

Debido a que el objetivo de esta tesis es determinar los niveles de sobreexpresión de los 

genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en CTCs obtenidas de sangre periférica fue necesario 

comprobar que el perfil de expresión de las CTCs refleja la expresión de genes en el tumor 

primario. Para ello, se realizó la amplificación del panel de genes en una muestra de tumor 

primario y en CTCs obtenidas de sangre periférica de un paciente con diagnóstico de 

LDCBG subtipo CBA. En la Figura 14 se presenta como ejemplo la expresión de BCL2 en 

el tumor primario y sangre periférica, y la expresión de individuos sanos. Al observar esto 

se confirmó que la determinación de genes en CTCs permite evidenciar el comportamiento 

de la expresión en el tumor primario.  

 

 

Figura 14. Plot de amplificación de BCL2 en tumor primario y sangre periférica de un 

paciente con LDCBG subtipo CBA. 

1. Tumor primario de paciente con LDCBG CBA, 2. Sangre periférica de paciente con LDCBG 

CBA, 3: Sangre periférica de individuos sanos. 

8.5 Expresión de los genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en individuos sanos y 

en CTCs de pacientes con LDCBG 

Se determinaron por medio de RT-qPCR los niveles de expresión de los genes en individuos 

sanos y en pacientes, estableciéndose el rango de expresión basal de los genes como 

referencia para diferenciar a los pacientes que presenten expresión normal o 

sobreexpresión. 

8.5.1 Expresión de BCL2 en individuos sanos y en CTCs de pacientes 

con LDCBG 

A partir de los niveles de expresión de BCL2 de 30 individuos sanos se calculó el tercer 

cuartil, que fue de 0.44 (Gráfico 5, línea roja). Este fue el valor límite superior para 

considerar la expresión normal del gen. 
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Gráfico 5. Comparación de los niveles de expresión de BCL2 en individuos sanos y en CTCs 

de pacientes con LDCBG. 

 

En el 46.7% (33/71) de las CTCs de pacientes no se encontró expresión de dicho gen, 

mientras que el 40.8% (29/71) presentó una expresión normal (0.05-0.41) y 12.7% (9/71) 

presentó sobreexpresión (Gráfico 6).  

 

 

Gráfico 6. Niveles de expresión relativa de BCL2 en CTCs de pacientes por muestra.  

 

Se encontró que la frecuencia de sobreexpresión de BCL2 en CTCs fue de 12.7% (9/71), 

lo cual corresponde al 20% (6/30) de los pacientes. La distribución de acuerdo con el ciclo 

de tratamiento se presenta en la Tabla 11. Cabe destacar que se observó que en los 
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primeros ciclos de quimioterapia la frecuencia de la sobreexpresión fue mayor que en los 

últimos ciclos.  

 

Tabla 11. Expresión de BCL2 en CTCs de pacientes de acuerdo con el ciclo de 

quimioterapia. 

Expresión\Ciclo  De novo 1° 2° 3° 4° 5° 6° 

Total (n=71) 7 (%) 9(%) 12 (%) 11 (%) 9 (%) 10 (%) 13 (%) 

Ausente 1 (14.2) 4 (44.4) 3 (25) 5 (45.5) 5 (55.6) 5 (50) 9 (69.2) 

Normal 3 (42.9) 4 (44.4) 6 (50) 6 (54.5) 4 (44.4) 5 (50) 2 (15.4) 

Sobreexpresado 3 (42.9) 1 (11.2) 3 (25) 0 0 0 2 (15.4) 

 

8.5.2 Expresión de CD10 en individuos sanos y en CTCs de pacientes 

con LDCBG 

Al determinar los niveles de expresión de CD10 se confirmó que este marcador de 

inmadurez celular no se encuentra en células maduras de la circulación sanguínea de 

individuos sanos. No se encontró expresión de dicho gen en el 94.4% de las CTCs de 

pacientes (67/71), mientras que se expresó en el 5.6% (4/71) (Gráfico 7). 

 

 

Gráfico 7. Comparación de los niveles de expresión de CD10 en individuos sanos y en CTCs 

de pacientes con LDCBG. 
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La frecuencia de la expresión de CD10 fue de 5.6% (4/71) en las muestras analizadas, lo 

que equivale a 13.3% (4/30) de los pacientes. La distribución de acuerdo con el ciclo de 

tratamiento se presenta en la Tabla 12. En cuanto a la frecuencia de expresión, no se 

encontró diferencia entre los ciclos de quimioterapia.  

 

Tabla 12. Expresión de CD10 en CTCs de pacientes de acuerdo con el ciclo de 

quimioterapia. 

Expresión\Ciclo De novo 1 2° 3° 4° 5° 6° 

Total (n=71) 7 (%) 9(%) 12 (%) 11 (%) 9 (%) 10 (%) 13 (%) 

Ausente 7 (100) 8 (88.9) 12 (100) 10 (90.9) 9 (100) 8 (80) 13 (100) 

Expresión 0 1 (11.1) 0 1 (9.1) 0 2 (20) 0 

 

8.5.3 Expresión de BCL6 en individuos sanos y en CTCs de pacientes 

con LDCBG 

Se calculó que el límite superior de la expresión normal fue de 0.59 a partir de la 

determinación de los niveles de expresión de 30 individuos sanos (Gráfico 8, línea roja). 

 

 

Gráfico 8. Comparación de los niveles de expresión en individuos sanos y en CTCs de 

pacientes con LDCBG. 
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De acuerdo con el valor del tercer cuartil se determinó que en el 66.2% (47/71) de las CTCs 

de pacientes no hubo expresión, 28.2% (20/71) tuvieron expresión normal (0.05-0.45) y 

5.6% (4/71) presentaron sobreexpresión del gen (Gráfico 9). 

 

 

Gráfico 9. Niveles de expresión relativa de BCL6 en CTCs de pacientes por muestra. 

 

Se encontró que BCL6 estaba sobreexpresado en 5.6% (4/71) de las CTCs de pacientes, 

lo cual corresponde al 13.3%. La distribución de acuerdo con el ciclo de quimioterapia se 

presenta en la Tabla 13. Es importante mencionar que, al contrario de BCL2, la 

sobreexpresión fue más frecuente en los últimos ciclos de quimioterapia.  

 

Tabla 13. Expresión de BCL6 en CTCs de pacientes de acuerdo con el ciclo de 

quimioterapia. 

Expresión\Ciclo De novo 1° 2° 3° 4° 5° 6° 

Total (n=71) 7 (%) 9(%) 12 (%) 11 (%) 9 (%) 10 (%) 13 (%) 

Ausente 6 (85.7) 7 (77.8) 7 (58.3) 6 (54.5) 7 (77.8) 4 (40) 9 (69.2) 

Normal 1 (14.3) 2 (22.2) 5 (41.7) 4 (36.4) 2 (22.2) 4 (40) 3 (23.1) 

Sobreexpresado 0 0 0 1 (9.1) 0 2 (20) 1 (7.7) 
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8.5.4 Expresión de MUM1 en individuos sanos y en CTCs de pacientes 

con LDCBG 

Se determinó la expresión basal de MUM1 en 30 individuos sanos (Gráfico 10, línea roja), 

lo cual permitió realizar el cálculo del tercer cuartil, que fue de 0.45. Este valor se consideró 

como el límite superior de la expresión normal. 

 

 

Gráfico 10. Comparación de los niveles de expresión de MUM1 en individuos sanos y en 

CTCs de pacientes con LDCBG. 

 

A partir de este cálculo, no se encontró expresión de MUM1 en el 69% (49/71) de las CTCs, 

21.1% (15/71) tuvieron expresión normal y 9.9% (7/71) tuvieron sobreexpresión (Gráfico 

11). 

 

 

Gráfico 11. Niveles de expresión relativa de MUM1 en CTCs de pacientes por muestra. 
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Se encontraron niveles de sobreexpresión de MUM1 en el 9.9% (7/71) de las CTCs, lo cual 

corresponde al 16.7% (5/30) de los pacientes. La distribución de acuerdo con el ciclo de 

quimioterapia se presenta en la Tabla 14. Se observó, además, que la frecuencia de 

sobreexpresión fue constante durante todos los ciclos de quimioterapia. 

 

Tabla 14. Expresión de MUM1 en CTCs de pacientes de acuerdo con el ciclo de 

quimioterapia. 

 De novo 1° 2° 3° 4° 5° 6° 

Total (n=71) 7 (%) 9(%) 12 (%) 11 (%) 9 (%) 10 (%) 13 (%) 

Ausente 5 (71.4) 8 (88.9) 5 (41.7) 7 (63.6) 7 (77.8) 5 (50) 11 (84.6) 

Normal 1 (14.3) 0 6 (50) 3 (27.3) 2 (22.2) 3(30) 1 (7.7) 

Sobreexpresado 1 (14.3) 1 (11.1) 1 (8.3) 1 (9.1) 0 2 (20) 1 (7.7) 

 

8.6 Subclasificación molecular del LDCBG de acuerdo con los resultados 

obtenidos por RT-qPCR 

Se realizó la subclasificación del LDCBG de acuerdo con los niveles de expresión obtenidos 

por RT-qPCR, considerando la sobreexpresión de los genes CD10, BCL6 y MUM1 como 

un resultado positivo para seguir el Algoritmo de Hans. De esta manera, los pacientes se 

clasificaron en Centro Germinal o Célula B Activada. El resultado obtenido por este método 

se comparó con el reportado por el Departamento de Patología del Hospital General de 

México. De acuerdo con los niveles de expresión de los genes, fue posible clasificar 25 

pacientes de los 30 analizados. En la Tabla 15 se muestra dicha comparación, se resaltan 

de color verde aquellos resultados que concuerdan con la inmunohistoquímica y con color 

rojo los que no.  

 

Tabla 15. Comparación del subtipo molecular obtenido por inmunohistoquímica (IHQ) y por 

RT-qPCR utilizando el Algoritmo de Hans 

Paciente 

Resultado 

Paciente 

Resultado 

RT-qPCR IHQ RT-qPCR IHQ 

1 CG CG 18 CBA CG 

2 CBA CG 20 CBA CBA 

3 CG CG 21 CG CG 
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5 CG CBA 22 CG ND 

6 CBA CG 23 CG CG 

7 CG CG 24 CG CG 

9 CG CG 25 CG CG 

10 CBA CBA 26 CBA CG 

12 CBA CBA 27 CBA CG 

13 CG CBA 28 CBA CBA 

15 CBA CG 29 CG CG 

16 CBA ND 30 CG CG 

17 CG CBA    

IHQ: Inmunohistoquímica, CG: Centro Germinal, CBA: Célula B Activada, ND: No determinado. 

 

La frecuencia de los subtipos moleculares obtenidos por inmunohistoquímica y RT-qPCR 

se presentan en la Tabla 16. 

 

Tabla 16. Comparación de la frecuencia de los subtipos CG y CBA por métodos moleculares 

e inmunohistoquímicos 

Subtipo molecular 

Frecuencia n (%) 

RT-qPCR Inmunohistoquímica 

Centro Germinal 14 (56) 16 (64) 

Célula B Activada 11 (44) 7 (28) 

 

Se encontró que el 56% (14/25) de los resultados obtenidos por RT-qPCR mediante el 

Algoritmo de Hans concuerdan con los emitidos por inmunohistoquímica. Se encontró una 

mayor concordancia en el subtipo CG (64.3%) que en el subtipo CBA (36.4%). 

 

8.7 Correlación de la sobreexpresión de los genes y características clínico-

patológicas de pacientes con LDCBG 

Las características clínico-patológicas que se evaluaron fueron edad, género, cuenta 

leucocitaria, plaquetaria, cuantificación de hemoglobina y LDH, origen histológico de 

acuerdo con la clasificación por inmunohistoquímica, estado funcional del paciente según 
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la escala ECOG, estadio clínico Ann Arbor, presencia o ausencia de síntomas B, IPI, R-IPI, 

PET final de tratamiento y respuesta post-quimioterapia.  

El software utilizado fue IBM SPSS Statistics 25 (Statistical Package for Social Science, 

SPSS Inc. Chicago, USA). 

 

Tabla 17. Correlación entre el subtipo molecular determinado por la sobreexpresión de los 

genes BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 y los parámetros clínico-patológicos 

Subtipo molecular 
Parámetros clínico-patológicos 

Centro Germinal Célula B Activada 

Edad 
≤60 años 

>60 años 

10 
4 

4 
7 

Género 
Femenino 
Masculino 

9 
5 

8 
3 

LDH 
Normal 
Elevado 

7 
7 

7 
4 

Origen histológico por 
IHQ 

Centro Germinal 
Célula B Activada 
No determinado 

10 
3 
1 

6 
4 
1 

Sobreexpresión BCL2 
Sí 
No 

3 
11 

2 
9 

ECOG 
0-1 

≥2 
13 
1 

7 
4 

Estadio Clínico 
I-II 

III-IV 
5 
9 

2 
9 

Síntomas B 
Presentes 
Ausentes 

12 
2 

6 
5 

IPI 
Bajo - Intermedio bajo 
Intermedio alto - Alto 

7 
7 

5 
6 

R-IPI 
Pobre 

Favorable 
Muy favorable 

7 
4 
3 

6 
4 
1 

PET final 
Respuesta completa 

Progresión 
11 
3 

7 
4 

Respuesta post-
quimioterapia 

En remisión 
Refractario 

12 
2 

8 
3 

Estado general 
Vivo 

Muerto 
14 
0 

9 
2 
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9. DISCUSIÓN 

 

La subclasificación del LDCBG de acuerdo con su célula de origen (Célula B Activada o 

Centro Germinal) es de gran utilidad pronóstica y brinda una herramienta para terapias 

dirigidas que permitan mejorar el resultado de esta enfermedad (Jaffe et al., 2017 & 

Coutinho et al., 2013). Ejemplos de dichas terapias son los inhibidores de proteosoma 

(bortezomib), inmunomoduladores (lenalidomida), inhibidores de la proteína BTK (ibrutinib), 

inhibidores de BCL2 (venetoclax), entre otros, que han demostrado acción sinérgica con la 

terapia R-CHOP (Jo et al., 2019; Castellino et al., 2018; Younes et al., 2019; Goy et al., 

2019 & Morschhauser et al., 2018).  

 

Originalmente, la subclasificación de esta neoplasia se realizó utilizando el perfil de 

expresión génica a partir de tejidos FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, fijados en 

formalina embebidos en parafina) y un algoritmo predictor bayesiano (Rimsza et al., 2011). 

Sin embargo, la imposibilidad de su implementación rutinaria fue el principal factor limitante 

para el uso extendido de esta técnica. Es por esto que se desarrollaron algoritmos 

inmunohistoquímicos que buscan emular los resultados obtenidos con los perfiles de 

expresión génica (GEP), utilizando la expresión individual de marcadores relacionados con 

los subtipos Centro Germinal y Célula B Activada. El más aceptado y utilizado a nivel 

mundial es el algoritmo de Hans debido a la concordancia que presenta con respecto al 

GEP (71% en subtipo CG y 88% en CBA) (Hans et al., 2004). Sin embargo, los algoritmos 

inmunohistoquímicos presentan diversas desventajas, entre las que se encuentran la baja 

sensibilidad del método y el largo tiempo que toma emitir un resultado, además de 

representar un método invasivo para los pacientes (Coutinho et al., 2013 & Hwang et al., 

2014). 

 

Por este motivo, se han propuesto alternativas no invasivas para el diagnóstico y el 

monitoreo en tiempo real de la evolución del tumor y la respuesta terapéutica. Una de ellas 

es la detección y caracterización de CTCs, las cuales ofrecen un complemento al 

diagnóstico que permite mejorar la detección temprana y las decisiones de tratamiento 

apropiadas (Jia et al., 2017 & Masuda et al., 2016). 

 

La utilidad del estudio de CTCs está bien establecida en diversos cánceres metastásicos, 

como de mama, próstata, colorrectal, pulmón, hepatocelular, vejiga, ovarios, entre otros; 

donde se ha encontrado que tienen potencial diagnóstico, pronóstico y en el tratamiento 

(Podtar & Lotey, 2015). Sin embargo, los estudios en linfoma, específicamente en LDCBG, 
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son escasos. Destaca el estudio realizado por nuestro equipo de trabajo en que se 

determinó el impacto clínico de un panel de biomarcadores metastásicos en CTCs 

derivadas de pacientes con LDCBG (Cerón, 2019).58 

 

En este estudio se realizó la subclasificación del LDCBG de acuerdo con los niveles de 

expresión de CD10, BCL6 y MUM1 en 30 pacientes. La media de edad que presentó la 

población fue de 58 años, la cual es ligeramente menor a la reportada por la OMS, que la 

ubica en la séptima década de vida (Swerdlow et al., 2017). La OMS también reporta que 

es más común en hombres que en mujeres (Swerdlow et al., 2017), sin embargo, entre los 

pacientes analizados se encontró un marcado predominio del sexo femenino (66.7%). Esto 

se atribuye a que la mayor participación en el estudio fue de mujeres, a pesar de que en el 

Hospital General de México se reporte una mayor frecuencia de enfermedades onco-

hematológicas en hombres (Berrios, 2007). Se encontró que el 46.7% de los pacientes 

presentaron valores elevados de LDH, similar a lo que reportaron Hong et al. (2013), 

quienes encontraron un incremento en los valores de LDH en un 43.4% de pacientes 

durante y después de la quimioterapia con tratamiento R-CHOP. En cuanto a la célula de 

origen se encontró el subtipo del CG con una frecuencia del 53.3%, el de CBA con 

frecuencia del 33.3% y el 13.3% no reportados. Una proporción similar fue reportada por 

Girgis y colaboradores en un estudio de 285 pacientes, cuyas frecuencias para los subtipos 

CG y CBA fueron de 49.1% y 32.9% respectivamente, mientras que el 18% de los pacientes 

fueron indeterminados mediante inmunohistoquímica utilizando el Algoritmo de Hans 

(Girgis et al., 2018). En el estado funcional, el 16.7% de los pacientes presentaron valores 

mayores a 1 de acuerdo con la escala ECOG, lo que concuerda con los datos reportados 

por Coutinho et al (2013) quienes encontraron que la mayoría de los pacientes tenían ECOG 

bajo, teniendo únicamente el 16% valores por arriba de 1 en la escala. En la población de 

estudio se encontró que el 76.7% de los pacientes debutó en estadios clínicos avanzados 

(III y IV), proporción similar a la reportada por Zhong et al, quienes encontraron a la mayoría 

de los pacientes al diagnóstico en estadios II y IV de la escala Ann Arbor-Cotswold (Zhong 

et al., 2017). Tras la administración de 6 ciclos de quimioterapia bajo el esquema R-CHOP 

se encontró que el 60% de los pacientes alcanzaron la remisión, 20% fueron refractarios al 

tratamiento y el 20% se encontraba en vigilancia. Los datos de refractariedad concuerdan 

con lo reportado por Coiffier y Sarkozy (Coiffier & Sarkozy, 2016).  

 

Con la finalidad de comprobar que el perfil de expresión de las CTCs refleja la expresión de 

genes en el tumor primario, se realizó la determinación de los niveles de expresión de BCL2, 

CD10, BCL6, y MUM1 en una biopsia de tumor primario y en CTCs de un solo paciente con 

diagnóstico de LDCBG subtipo CBA. En ambas muestras biológicas se encontró 
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sobreexpresión de los genes BCL2, BCL6 y MUM1 por RT-qPCR, lo cual concuerda con 

los resultados de inmunohistoquímica emitidos por el Departamento de Patología del 

Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Además, fue posible detectar 

sobreexpresión de los genes en CTCs en muestras de distintos ciclos de tratamiento, lo 

cual sugiere la utilidad de esta metodología para el seguimiento de la enfermedad. Existen 

pocos estudios en que se compare la expresión de genes en tumor primario y en CTCs. 

Lohr y colaboradores encontraron por medio de citometría de flujo que las CTCs de mieloma 

múltiple proporcionan la misma información genética que las células obtenidas por biopsia 

de médula ósea, e incluso revelan mutaciones con mayor sensibilidad en algunos casos 

(Lohr et al., 2016).  

 

Con respecto a la expresión individual de los genes, se encontró sobreexpresión de genes 

con valor pronóstico (BCL2), así como de los genes utilizados en el Algoritmo de Hans para 

la subclasificación del LDCBG (CD10, BCL6 y MUM1) en las muestras de los pacientes tras 

la determinación del rango de expresión basal en individuos sanos.  

 

BCL2 es un factor antiapoptótico importante en el desarrollo y diferenciación de la célula B 

(Schuetz et al., 2012). La sobreexpresión de BCL2 se considera como un factor de mal 

pronóstico en el LDCBG, debido a la ventaja de supervivencia que proporciona a las células 

B, y al papel crítico que desempeña en la resistencia a la quimioterapia (Reed, 1997). Si 

bien la detección de BCL2 en CTCs no se ha estudiado en neoplasias hematológicas, en 

cáncer de mama se ha encontrado correlación con la disminución de la apoptosis y en 

cáncer de pulmón de células pequeñas se propone su uso como biomarcador asociado con 

la eficacia del tratamiento y el desenlace clínico de los pacientes (Smerage et al., 2013; 

Smerage et al., 2008 & Messaritakis et al., 2018). En el presente trabajo se encontró una 

frecuencia de la sobreexpresión de BCL2 en CTCs del 20% (6/30). La frecuencia de 

sobreexpresión fue mayor en ciclos tempranos del tratamiento y que redujo en ciclos 

avanzados debido al efecto de la quimioterapia, encontrándose que el 66.7% (4/6) de los 

pacientes alcanzaron remisión. Esto se observó en el caso de un paciente que debutó con 

sobreexpresión de este gen y disminuyó hasta expresar en niveles normales en su tercer 

ciclo de quimioterapia, alcanzando remisión con una excelente respuesta clínica. Por otro 

lado, cabe destacar el caso de un paciente con diagnóstico de LDCBG subtipo CBA cuya 

muestra presentó la sobreexpresión más alta de BCL2 a pesar de haber sido recuperada 

tras 6 ciclos de quimioterapia. Este paciente tuvo un desenlace clínico desfavorable, 

falleciendo 4 meses después de terminar su tratamiento. Esto concuerda con lo reportado 

por Iqbal y colaboradores (2006), quienes encontraron que los pacientes con LDCBG 
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subtipo CBA con niveles altos de BCL2 tenían una SG significativamente menor con 

respecto a los que expresaron en niveles normales.  

 

Se ha encontrado que CD10, marcador de inmadurez de células B (Mishra et al., 2016), 

puede indicar un buen pronóstico en carcinomas de cuello uterino (Terauchi et al., 2005) y 

de pulmón (Tokuhara et al. 2001), mientras que es de mal pronóstico en varios tumores 

sólidos asociados con la progresión de la enfermedad y el potencial metastásico, tales como 

tumores gástricos, pancreáticos y colorrectales (Deshamps et al., 2006). Su expresión en 

LDCBG es controvertida. Algunos autores encontraron que es un marcador de buen 

pronóstico, mientras que otros afirman que no tiene un valor predictivo en cuanto a SG o 

SLP (Ohshima et al., 2001 & Lu et al., 2016). En la literatura se reporta que su expresión en 

sangre periférica de individuos sanos está restringida a neutrófilos maduros y a etapas 

linfoides B tempranas (Marini et al., 2017; Elghetany, 2002; Shipp & Look, 1993). Esto se 

refleja en nuestros resultados, en donde no se encontró expresión de CD10 en sanos, lo 

que se atribuye al enriquecimiento de células mononucleares y CTCs mediante gradiente 

de densidad. Al eliminar las células polimorfonucleares, tales como neutrófilos 

segmentados, no se detectó la expresión de CD10 de éstos. Adicionalmente, se sabe que 

CD10 aparece por primera vez en las células pro-B y se pierde durante la maduración a las 

células B vírgenes, que son etapas que no se encuentran en sangre periférica en 

condiciones normales (Uherova et al., 2001). Nuestros resultados concuerdan con lo 

reportado por Baseggio y colaboradores (2011), quienes encontraron que no hay expresión 

de CD10 en sangre periférica de individuos sanos en un estudio realizado mediante 

citometría de flujo. En el presente estudio, se encontró una frecuencia de expresión de 

CD10 en CTCs en el 13.3% (4/30) de los pacientes. En distintas neoplasias, tales como el 

carcinoma de células renales (Kang et al., 2018) y el melanoma metastásico (Long et al., 

2016) se ha reportado una baja expresión de CD10 en CTCs. No hay estudios que reporten 

la expresión en LDCBG, sin embargo, en este trabajo se pudo comprobar que la 

determinación de CD10 mediante RT-qPCR permite la detección en CTCs en distintos 

tiempos de tratamiento debido a la sensibilidad del método. 

 

BCL6 es un gen que tiene un gran impacto sobre el centro germinal, regulando los genes y 

las rutas clave implicados en el ciclo celular, la diferenciación a células plasmáticas y la 

apoptosis, así como en la inflamación (Wagner et al., 2011; Basso & Dalla-Favera, 2012). 

Se ha encontrado que BCL6 está implicado en expansión de tumores sólidos y 

hematológicos, tales como cáncer de mama, cáncer de pulmón de células no pequeñas, 

leucemia linfoblástica aguda B, leucemia mieloide crónica; y es especialmente frecuente en 

LDCBG (Cardenas et al., 2016 & Iglesias, 2017). En el presente trabajo se encontró 
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sobreexpresión de BCL6 en el 13.3% (4/30) de los pacientes analizados. Los pacientes que 

presentaron sobreexpresión se encontraban en ciclos avanzados del tratamiento, y al no 

contar con muestras de ciclos anteriores de estos mismos pacientes no podemos asegurar 

si tenían o no sobreexpresión desde su diagnóstico. Sin embargo, se pudo observar que el 

50% de los pacientes que presentaron sobreexpresión (2/4) tuvieron una respuesta post-

quimioterapia poco favorable, ya que uno de ellos no alcanzó la remisión de su 

padecimiento y otro falleció. Esto concuerda con los resultados reportados por Cerón 

(2019), quien encontró asociación entre la sobreexpresión y el desenlace clínico de los 

pacientes. La determinación de BCL6 en CTCs se ha propuesto como un biomarcador de 

pronóstico desfavorable en LDCBG, resaltando la utilidad de su detección en la biopsia 

líquida.  

 

El oncogén del mieloma múltiple (MUM1) se considera un regulador clave en la 

diferenciación y maduración de células linfoides, mieloides y dendríticas (Gualco et al., 

2010). La expresión de MUM1 se asocia con un pronóstico pobre en mieloma múltiple120, 

linfoma folicular (Xerri et al., 2014) y linfoma de Burkitt (Satou et al., 2017), entre otros. En 

el LDCBG, el subtipo CBA se caracteriza por la alta expresión de MUM1 dada por la 

activación de la vía NF-κB, que puede bloquear la apoptosis inducida por la quimioterapia, 

lo cual contribuye con su mal pronóstico (Duarte, 2014). En la literatura, no se ha reportado 

su expresión en CTCs derivadas de LDCBG, sin embargo, Lohr y colaboradores (2016) 

detectaron mutaciones de este gen en CTCs de pacientes con mieloma múltiple con baja 

carga tumoral. En el presente estudio se encontró sobreexpresión de MUM1 en el 16.7% 

de los pacientes analizados (5/30). En estos pacientes, destaca que el 40% (2/5) de 

aquellos que presentaron sobreexpresión correspondían al subtipo de CG, y además 

tuvieron sobreexpresión del gen CD10. A pesar de que la expresión de MUM1 se asocia al 

LDCBG subtipo CBA, se sabe que algunas células de CG que están por diferenciarse a 

células plasmáticas expresan MUM1 con pérdida de la expresión de BCL6 y KI67 (Shaffer 

et al., 2009). Esto podría explicar la expresión simultánea de CD10 y MUM1 en pacientes 

con subtipo CG.  

 

Una vez determinados los niveles de expresión de los genes que constituyen este panel se 

realizó la subclasificación del LDCBG de acuerdo con el Algoritmo de Hans. La 

subclasificación de esta neoplasia según la célula de origen es uno de los factores 

pronósticos con más impacto y un biomarcador potencial para futuras terapias (Wilson et 

al., 2015 & Nowarowski et al., 2015) sin embargo, su determinación precisa continúa siendo 

un desafío en el área clínica. Actualmente los enfoques existentes dependen de la biopsia 

de tumor primario, mientras que otros menos invasivos como la biopsia líquida continúan 



53 

 

en estudio. Scherer y colaboradores (2016) realizaron un perfil personalizado de cáncer 

mediante secuenciación profunda (CAPP- Seq) en ctDNA de pacientes con LDCBG, 

encontrando una concordancia del 88% entre este método y el perfil de expresión génica. 

En el presente estudio, utilizando la expresión en CTCs de CD10, BCL6 y MUM1 fue posible 

subclasificar a 25 de los 30 pacientes analizados. De éstos, se determinó que el 56% 

(14/25) pertenecieron al subtipo CG y el 44% (11/25) al subtipo CBA. Los resultados se 

compararon con los reportados por el Departamento de Patología (64% subtipo CG, 28% 

CBA y 8% no determinados), encontrándose que el 56% (14/25) de los resultados obtenidos 

por RT-qPCR mediante el Algoritmo de Hans concuerdan con los emitidos por 

inmunohistoquímica. Asimismo, fue posible determinar el subtipo molecular mediante RT-

qPCR de aquellos pacientes que no contaban con estudios inmunohistoquímicos 

suficientes para su clasificación (2/25). En estudios realizados en CTCs en mieloma múltiple 

se determinó que el aislamiento y caracterización de éstas provee la misma información 

genética que la biopsia de tejido, e incluso puede revelar alteraciones con mayor 

sensibilidad que las pruebas inmunohistoquímicas en algunos casos (Lohr et al., 2016). 

Esto permite sugerir que la determinación de los niveles de expresión de los genes CD10, 

BCL6 y MUM1 en CTCs tiene una mayor sensibilidad que las técnicas inmunohistoquímicas 

en tumor primario. Finalmente, se observó que los pacientes con subtipo CBA tuvieron un 

peor pronóstico, encontrándose que de los 6 que fueron refractarios al tratamiento, el 50% 

(3/6) pertenecían al subtipo CBA, y el 66.6% de éstos (2/3) fueron los que tuvieron un peor 

desenlace clínico, reflejado en su defunción. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren el potencial de la determinación de los 

niveles de expresión de genes en CTCs de LDCBG, brindando una herramienta no invasiva 

para la subclasificación y el seguimiento a partir del diagnóstico y durante el tratamiento; 

así como a la determinación de factores pronósticos biológicos. Su uso como complemento 

a los estudios de inmunohistoquímica podría otorgar un panorama más amplio para el 

diagnóstico y seguimiento de los pacientes. 
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10. CONCLUSIONES 

● Los niveles de expresión de los genes CD10, BCL6 y MUM1 permitieron 

subclasificar al 83.3% (25/30) de los pacientes analizados, encontrándose que esta 

técnica es de utilidad para la subclasificación de acuerdo con la célula de origen.  

● Se encontró sobreexpresión de BCL2, CD10, BCL6 y MUM1 en CTCs de pacientes 

con LDCBG en distintos ciclos de quimioterapia, lo cual sugiere su uso potencial 

para el seguimiento a partir del diagnóstico y durante el tratamiento.  

● Los pacientes subtipo CBA con sobreexpresión de BCL2 tuvieron una peor 

respuesta post quimioterapia que aquellos con subtipo CG, concordando con lo que 

se reporta en estudios inmunohistoquímicos, demostrando que la detección en 

CTCs es una técnica sensible con valor pronóstico.   

● Fue posible subclasificar mediante RT-qPCR al 8% (2/25) de los pacientes que no 

contaban con estudios inmunohistoquímicos, lo cual sugiere que la detección en 

CTCs tiene una mayor sensibilidad que las técnicas inmunohistoquímicas en tumor 

primario. 

● La determinación de genes en CTCs ofrece una alternativa no invasiva para el 

fortalecimiento del diagnóstico del LDCBG, que puede complementar los estudios 

de inmunohistoquímica para ofrecer un panorama más amplio para el diagnóstico y 

pronóstico de esta neoplasia. 
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