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1 Resumen

El Linfoma Difuso de Células B Grandes (LDCBG) es una neoplasia heterogénea
de células B. El esquema de quimioterapia de primera linea para pacientes con esta
neoplasia corresponde a R-CHOP (Rituximab-Ciclofosfamida Hidroxidaunorrubicina
Oncovin Prednisona), con el cual mas del 50% tienen respuesta completa. Sin
embargo, entre el 30-40% no responde adecuadamente. Uno de los mecanismos
implicados es la multi resistencia a drogas, donde la glicoproteina P codificada por
el gen ABCBL1 tiene un papel fundamental en el eflujo de farmacos. Se han
identificado diversos polimorfismos dentro de la secuencia, siendo uno de los mas
estudiados C3435T por su relacién clinica con distintas neoplasias. En el caso de
LDCBG, su relacion con respuesta al tratamiento y variables clinicas ha sido poco
estudiada y los estudios se han enfocado sélo en poblacion asiatica. Por tal motivo,
en el presente trabajo se determiné la relacion del polimorfismo C3435T con la
respuesta al tratamiento y caracteristicas clinicas en pacientes con LDCBG tratados
con R-CHOP.

Se realizé extraccion de DNA y ensayo de genotipificacion por sonda TagMan en
80 donadores sanos y 79 pacientes con LDCBG, las frecuencias genotipicas y
alélicas de ambos grupos no presentaron diferencias significativas. No se encontrd
relacion entre C3435T y variables clinicas, incluida la respuesta al tratamiento, a
excepcion de subtipo (p=0.026). Al realizar el modelo dominante (CC vs TT/CT) se
obtuvo que el 71.4% de los pacientes subtipo No Centro Germinal presentaron
genotipo CC. Distintos autores han reportado que el subtipo tiene relevancia
pronéstica, donde aquellos pacientes con subtipo No Centro Germinal tienen menor
sobrevida global y libre de evento, que aquellos de subtipo Centro Germinal. Lo cual
siguiere que el genotipo CC puede ser asociado a un mal prondstico en pacientes

subtipo No Centro Germinal.




2 Introduccion

De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud el cancer corresponde a un grupo
de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado de células
anormales que se pueden originar en cualquier parte del cuerpo e invadir otras
partes adyacentes u 6rganos. En el afio 2022 se registraron aproximadamente 10
millones de muertes debidas al cancer, siendo una de las principales causas de
muerte en el mundo (OMS, 2023).

Existen diferentes tipos de cancer dependiendo del 6rgano o tejido del cual se
origina. De acuerdo al tipo de tejido se nombran de la siguiente forma: sarcomas
se originan de tejido conectivo, carcinomas de células epiteliales, leucemias de

tejido hematopoyético y linfomas de tejido linfatico (NIH, 2016; Guerrero, 2000).

Aproximadamente el 90% de los linfomas corresponden a Linfomas no Hodgkin, de
los cuales el Linfoma Difuso de Células B grandes (LDCBG) tiene una gran
relevancia clinica por ser uno de los mas agresivos y el mas comun, conformando
entre el 30 al 40% del total de Linfomas no Hodgkin a nivel mundial (Mugnaini &
Ghosh, 2016).

2.1 Linfoma Difuso de Células B Grandes

ElI LDCBG es una neoplasia con comportamiento heterogéneo que afecta células B.
Se caracteriza por presentar células con patron de crecimiento difuso, que afecta la
estructura total o parcial de los ganglios linfaticos reemplazandola por células
linfoides con alta proliferacién, nucleo grande (doble de tamafio de un linfocito
pequefio) y citoplasma basofilo (Figura 1) (Padala & Kallam, 2022; Martelli et al,
2013).




Centro
germinal |

Figura 1. Morfologia de ganglio linfatico Tincion hematoxilina-eosina de corte
histologico. A) ganglio linfatico normal, con estructuras bien diferenciadas: centro
germinal, médula (region interna) e hilio (donde se conectan el vaso linfatico eferente,
venay arteria) y. B) ganglio linfatico afectado por LDCBG, estructura completamente
danada.

(Tomado y modificado de Bakhshi & Georgel, 2020)

2.1.1 Clasificacion

De acuerdo con la clasificacion de tumores hemato-linfoides de la Organizacion
Mundial de la Salud (2022) se considera que los LDCBG son entidades clinico-
patolégicas heterogéneas que, considerando sus caracteristicas clinicas,
morfolégicas, inmunofenotipicas, y moleculares se clasifican acorde a la Tabla 1
(Alaggio et al, 2022).

Tabla 1. Clasificacion del Linfoma Difuso de Células B Grandes

(Tomado y modificado de Alaggio et al, 2022)

Linfomas de Células B Grandes

Linfoma Difuso de Células B Grandes no especificado (NOS)

Linfoma de células B Grandes rico en células T/ histiocitos

Linfoma Difuso de Células B Grandes /Linfoma de células B de alto grado con

reordenamientos en MYC y BCL2

Linfoma de Células B Grandes ALK positivo

Linfoma de Células B Grandes con reordenamiento IRF4

Linfoma de Células B de alto grado con aberraciones 11q




Granulomatosis linfomatoide

Linfoma Difuso de Células B Grandes positivo para EBV

Linfoma de Células B grandes asociado a fibrina

Linfoma de Células B grandes asociado a sobrecarga de liquidos
Linfoma plasmabléastico

Linfoma primario de células B grandes de sitios inmunes privilegiados
Linfoma cutaneo primario difuso de células B grandes, tipo pierna
Linfoma intravascular de células B grandes

Linfoma mediastinico primario de células B grandes

Linfoma de la zona gris del mediastino

Linfoma de Células B de alto grado, NOS

2.1.2 Etiologia

Regularmente el LDCBG se origina de novo, también puede originarse por
progresion de otros linfomas, como el linfoma folicular, linfoma de linfocitos
pequefios o inclusive a partir de leucemia linfocitica crénica. A pesar de que su
causa es desconocida, se reconocen factores predisponentes como la
inmunodeficiencia congénita o hereditaria, donde se ha encontrado asociacién con
diferentes trastornos y sindromes inmunolégicos (sindrome linfoproliferativo
autoinmune, agammaglobulinemia de tipo suizo, entre otros) e inmunodeficiencia
adquirida. Asi mismo, un factor de riesgo importante asociado con el desarrollo de
LDCBG es la infeccion por el virus Epstein-Barr (Martelli et al, 2013; Tarantul, 2006;
Shannon et al, 2017).

Con el analisis de expresién génica (Gene expression profiling, GEP) se han logrado
identificar dos subtipos principales de LDCBG con patrones de expresion génica
dependientes de su célula de origen y con distinto comportamiento clinico: el
LDCBG-CG (provenientes de la zona clara del Centro Germinal) y LDCBG-CBA
(Célula B Activada) originado posterior a la diferenciacién en centro germinal, asi
como un subtipo intermedio con fenotipo inclasificable (Figura 2). A lo largo de la

maduracion de linfocitos B en el centro germinal existen dos mecanismos




principales de dafio genético, que conducen a linfomagénesis y se encuentran
relacionados con la remodelacion de DNA de inmunoglobulina: traslocaciones
cromosomicas (conducen a la expresion desregulada de proteinas) e hipermutacion
somatica aberrante (mecanismo de dafio genético que conduce a la acumulacién

de multiples mutaciones) (Rosenwald, 2003; Pasqualucci & Dalla, 2018).
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Figura 2. Subtipos de LDCBG y anormalidades genéticas asociadas a cada subtipo.
Se muestra la etapa de diferenciacion en la que se encuentra la célula B y las
anormalidades genéticas que se dan dependiendo de la etapa de diferenciacion en la que
se encuentra.

(Tomada de Pasqualucci & Dalla, 2018)

Entre las principales anormalidades genéticas en la linfomagénesis se encuentran:
la inactivacion y mutacion de las metil transferasa KMT2D y EZH2 respectivamente;
la inactivacién de acetil transferasa CREBBP/EP300; desregulacion de la actividad

del represor transcripcional BCL6., la ausencia de expresiéon del Complejo Mayor de




Histocompatibilidad clase |, comprometido en la vigilancia inmunoldgica mediada
por linfocitos T. Ademas de la mutacién del factor transcripcional FOXO1, que
participa en la maduracion de linfocitos B y se expresa en la zona oscura del centro
germinal. Asi como la translocacion cromosomal de BCL2 y MYC, dos factores de
transcripcion implicados en la regulacién de apoptosis y crecimiento celular,
respectivamente y en la activacion constitutiva de NF-kB (Pasqualucci & Dalla,
2018; Basso & Dalla, 2015).

2.1.3 Epidemiologia

El LDCBG conforma entre el 30 al 40% de Linfomas no Hodgkin en el mundo. A
pesar de que en México no hay un registro actualizado de la tasa de incidencia de
LDCBG, de acuerdo con Hernandez et al (2021) constituy6 el linfoma de célula B
mas frecuente (63.9%), de los casos registrados de Linfoma no Hodgkin del afio
2008 a 2016.

Generalmente la edad media de diagndstico es de 65 afios. Sin embargo, el
espectro de edad es amplio y también puede presentarse en nifios y adultos
jovenes. La incidencia de LDCBG se encuentra fuertemente relacionada con la
edad, a partir de los 50 afilos aumenta gradualmente conforme los afos de edad y
suele presentarse en mayor porcentaje en hombres que en mujeres (Sehn &Salles,
2021; Serra et al, 2019).

2.1.4 Rasgos clinicos

El progreso del LDCBG es muy rapido y agresivo, por lo que al momento del
diagnéstico la mayoria de los pacientes suelen presentar adenomegalias de
crecimiento progresivo e indoloro en axilas, cuello o region inguinal e inclusive en
zonas extranodales como el sistema nervioso central y el tracto gastrointestinal,
principalmente en estdmago (Figura 3). A su vez algunos pacientes con enfermedad

avanzada pueden presentar sintomas B, los cuales comprenden sudoracién




nocturna (diaforesis), fiebre (>38°C) y pérdida de peso corporal (>10%) (Jaime &
Gbmez, 2015)

Figura 3. Adenomegalia de ganglios linfaticos en zona de cuello. Nétese el
incremento de volumen en la zona del cuello.

(Tomada de Serra et al, 2019)

2.1.5 Pruebas diagnoésticas

2.1.5.1 Exploracioén fisica

Al momento del diagnéstico se realiza una evaluacion del estado funcional del
paciente por medio de la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), la
cual comprende 6 grados (0 a 5) que aumentan de acuerdo con la capacidad de
movilidad y actividad que puede realizar un individuo por si mismo. Siendo ECOG
0 movilidad normal y ECOG 5 muerte (Tabla 2) (Pérez & Acevedo, 2014).

Tabla 2. Escala Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
(Tomada y modificada de Pérez y Acevedo, 2014)
Grado Estado funcional ‘
0 Completamente activo, capaz de realizar actividades previas a la
enfermedad sin restriccion.
1 Restringido en actividad extenuante pero ambulatorio, capaz de

realizar trabajo liviano.




2 Ambulatorio (>50% de las horas que esta despierto y capaz de
autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo.

3 Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado en cama
méas del 50% de las horas que esta despierto.

4 Completamente discapacitado, incapaz de autocuidado.
Totalmente confinado en cama o silla.

5 Muerte

2.1.5.2 Exdmenes de laboratorio

Los exdmenes de laboratorio utilizados en la deteccion de LDCBG corresponden a:
biometria hematica, serologia de virus de inmunodeficiencia humana, asi como
hepatitis B y C, quimica sanguinea, niveles de (-2 microglobulina y lactato
deshidrogenasa (LDH). Los ultimos dos constituyen marcadores prondésticos en
linfomas indolentes que proporcionan informacion sobre la carga tumoral.
Regularmente los niveles de estos dos marcadores en pacientes con LDCBG se
encuentran por arriba del valor normal debido a la hiperactividad celular (IMSS,
2009; Serna, 2011; Aranda, 2010).

2.1.5.3 Biopsia

El procedimiento principal en el diagndstico de LDCBG es la biopsia ganglionar,
donde toma una porcion del ganglio afectado a la que se le realiza un estudio
histopatoldgico y de inmunohistoquimica. A partir de este estos estudios se pueden
diferenciar dos subtipos de LDCBG, dependientes de los antigenos presentes en

las células utilizando el Algoritmo de Hans (Li et al, 2018; Basquiera et al, 2013).

El Algoritmo de Hans, es el mas aceptado y utilizado internacionalmente en la
practica clinica debido a la alta concordancia que presenta con el “Gene expresion
profiling” (~70%) en la identificacion de los dos subtipos, centro germinal (CG) y no

centro germinal (no CG) y también debido a su simplicidad, ya que toma en cuenta




la presencia de pocos marcadores, como lo son: CD10, BCL-6 y MUM1 (Figura 4)
(Castafieda et al, 2017).

CD10 es una endopeptidasa dependiente de zinc, que inactiva péptidos de
sefalizacion. Su expresion es transitoria durante la maduracion de linfocitos B,
siendo especifica en etapas tempranas de progenitores linfoides. Sugiriendo su

papel en la diferenciacion y desarrollo de estas células (Mishra et al, 2016).

BCL-6 es una proteina que actia como represor transcripcional. Modula la
transcripcion en células B, teniendo expresion restringida en la reaccion del centro
germinal. En el LDCBG su expresién es desregulada, promoviendo la proliferacién
celular y reprimiendo la transcripcion de genes de reparacion de dafio a DNA
(McLachlan et al, 2022).

MUML1 es una proteina perteneciente a la familia de factores de transcripcion del
factor regulador de interferon. Se expresa en un subconjunto pequefio de células
del centro germinal comprometidas en la diferenciacion de células de memoria y

plasmaticas (Gualco et al, 2010).

GCs

+ Non-GC
cD1o +
- + o MUM1 <
BCL6 < -

GCB

Non-GC

Figura 4. Algoritmo de Hans. A) Representacion esquematica del algoritmo de Hans y
B) Inmunohistoquimica de subtipo centro germinal, positivo para CD10 y BCL-6, pero
negativo para MUM1. C) Inmunohistoquimica de subtipo no centro germinal, negativo

para CD10 y BCLS6, pero positivo para MUM1.

(Tomada y modificada de Hans et al, 2004)




En la actualidad la biopsia ganglionar es el estandar de oro para el diagnéstico de
LDCBG. Sin embargo, en busqueda de un método menos invasivo para la deteccion
de esta neoplasia, se han realizado diferentes estudios que proponen la biopsia
liqguida como un método complementario en el diagndéstico y seguimiento clinico de
gran utilidad (Camus et al, 2017; Wu et al, 2019; Kurtz et al, 2018).

La biopsia liquida comprende distintos fluidos corporales. La sangre es el fluido mas
comunmente utilizado. A partir del cual es posible aislar productos provenientes de
tumores primarios o secundarios como: células tumorales circulantes, DNA tumoral
circulante y DNA extracelular circulante. La deteccién de dichos productos podria
contribuir al diagndstico, evaluacion de metastasis y al monitoreo de la respuesta al

tratamiento (Nikanjam & Kurzrock, 2022).

2.1.5.4 Estudios de imagen

Con el fin de conocer el estadio clinico en el que el paciente se encuentra y realizar
un adecuado abordaje terapéutico se realizan estudios de PET (Tomografia de
Emision de Positrones) acoplada de CT (tomografia computarizada), por medio de
los cuales se pueden localizar las zonas afectadas, asi como su tamafio y extension
(D'souza et al, 2013; Ladron de Guevara et al, 2017; Fabrice & Hervé, 2013).

El PET utiliza el radiofarmaco fluorodesoxiribosa (*®F-FDG) un analogo de la
glucosa que es transportado activamente por las células, convertido por la primera
enzima de la glucdlisis (hexocinasa) en FDG-6 fosfato. Este compuesto al no ser
sustrato de las enzimas implicadas en la glucdlisis se acumula dentro de las células
permitiendo la obtencion de imagenes, que diferencian zonas con mayor demanda
metabdlica (Jhanwar & Straus, 2006; Alonso et al, 2020).

El sistema Ann Arbor modificado por Cotswold, es usado para estadificar a los
pacientes, basado en el nUmero y localizacion de las lesiones tumorales nodales y
extranodales reconocidas por medio de PET-CT. Permitiendo separar estadios

iniciales (I y Il) y avanzados (lll y 1V), tal como se muestra en la Tabla 3 y Figura 5.
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Tabla 3. Sistema de estadificacion Ann Arbor modificada por Costwold

(Tomada y modificada de Armitage et al, 2005)

Descripcion

Estadio

I Compromiso de una sola region de ganglio linfatico o estructura

linfoide.

Il Compromiso de dos 0 mas regiones linfoides en el mismo lado del

diafragma

1] Compromiso de ganglios linfaticos o estructuras linfoides en ambos

lados del diafragma

v Infiltracion difusa o diseminada en uno o mas 6rganos extranodales

con o sin compromiso de ganglios linfaticos.

Especificaciones (subindices)
ey S

No sintomas
Sintomas B
E Afectacion de un Unico sitio extranodal contiguo o proximal al sitio
conocido
X Conglomerado ganglionar > 10 cm (masa Bulk)

Diafragma

Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV

Figura 5. Representacion esquemaética del sistema de estadificacion Ann Arbor
modificada por Cotswold. Se observa el nimero y localizacién de lesiones tumorales en
cada estadio.

(Tomada y modificada de LLS, 2015)




2.1.6 Factores pronésticos

El indice Prondstico Internacional (IP1) se usa para predecir el desenlace clinico a
largo plazo de los pacientes. Se basa en la evaluacion de 5 factores de riesgo: edad
(>60), estadio clinico Ann Harbor (1l o IV), LDH (elevada), estado ECOG (>1) y sitios
extranodales afectados (>1), asignando un punto a cada factor de riesgo y
sumandolos, construyendo asi cuatro grupos pronosticos con diferente probabilidad
de supervivencia total y supervivencia libre de enfermedad: riesgo bajo (0-1), riesgo
intermedio bajo (2), riesgo intermedio alto (3) y alto (4-5) (Armitage, 2005).

La adicion de rituximab (anticuerpo monoclonal anti-CD20) en el esquema de
quimioterapia de los pacientes con LDCBG origind la extension de la supervivencia
de estos y a su vez la modificacion del IP1, creando el indice Pronéstico Internacional
Revisado (R-IPI). En el cual, utilizando los mismos factores de riesgo, realiza una
redistribucién de los puntajes en 3 grupos, tal como se muestra en la Tabla 4
(Guevara et al, 2014; Ruppert et al, 2020).

Tabla 4. Iindice Internacional Revisado (R-IPI)

Tomado y modificado de De la Serna, 2011
Factores de riesgo

Edad >60
ECOG >1
LDH elevada
Estadio clinico Ann Harbor H-1v
Sitios extranodales >1
R [ wdeneso
0 Muy favorable
1-2 Favorable
3-5 Desfavorable

2.1.7 Tratamiento

El tratamiento de primera linea para pacientes con LDCBG en el Hospital General

de Meéxico “Dr. Eduardo Liceaga” corresponde a R-CHOP que comprende
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Rituximab, Ciclofosfamida, doxorrubicina (Hidroxidaunorrobicina), vincristina
(Oncovin) y Prednisona, de acuerdo a las dosis y vias de administracion

presentadas en Tabla 5.

Tabla5. Esquema de quimioterapia R-CHOP en Hospital General de México

Farmaco Dosis Via de administracion
Ciclofosfamida 1200 mg/m? Intravenosa
Doxorrubicina 70 mg/m? Intravenosa

Vincristina 2 mg/m? Intravenosa
Prednisona 100 mg/dia Oral
Rituximab 500 mg/ m? Intravenosa

Por lo general se realizan de 3 a 6 ciclos de quimioterapia en R-CHOP, dependiendo
del estadio clinico presente y entre cada uno de los ciclos hay un lapso de 21 dias.
La administracion de los farmacos se realiza en el ciclo como se muestra en la Tabla
6 (NCC, 2022).

Tabla 6. Distribucion de farmacos en un ciclo de quimioterapia esquema
R-CHOP

(Tomado y modificado de Pérez et al, 2018)

Farmaco

Rituximab X

Ciclofosfamida @ x
Doxorrubicina | x
Vincristina X

Prednisona X X| X| X|X

2.1.7.1 Rituximab
Rituximab, fue el primer anticuerpo monoclonal afiadido en esquemas de
guimioterapia de neoplasias de células B, esta dirigido al antigeno de diferenciacion
de linfocitos B (CD20). Consiste en una region constante Fc (Fragmento

cristalizable) humana y una region variable Fab (Fragment antigen binding) murina,
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con un sitio de unioén especifico para el antigeno CD20 como se muestra en Figura
6 (Cerny et al, 2002).

Entre los mecanismos de accién de rituximab se encuentran: la eliminacion de
células CD20+ mediada por citotoxicidad de anticuerpos debido a la union al
receptor FcyRIll; lisis dependiente del complemento e induccion de apoptosis
(Fernandez et al, 2009; Maloney et al, 2002).

— Murine variable regions
— Human constant x region
— Human constant Fc region

Figura 6. Estructura de Rituximab. Se distinguen la region constante y region variable
del anticuerpo monoclonal anti CD20.

(Tomada y modificada de Cerny et al, 2002)

2.1.7.2 Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un agente alquilante inmunosupresor, derivado de la mostaza
nitrogenada. Actla interfiriendo la estructura de acidos nucleicos (DNA y RNA) por
medio de la adicion de radicales, formando puentes inter e intracatenarios
impidiendo tanto la replicacion del DNA como la transcripcion del RNA (Baltar &
Ortega, 2010).

2.1.7.3 Doxorrubicina (Hidroxidaunorrobicina)

La doxorrubicina es un antibiético proveniente de Streptomyces peucetius, su
mecanismo de accion conlleva: dafio al DNA, por medio de la escision de
topoisomerasa Il (enzima implicada en la topologia del DNA), accion de radicales
libres en la peroxidacion de lipidos, estrés oxidativo, dafio de la membrana celular
y DNA, asi como muerte celular por vias apoptoticas. El efecto de este farmaco es

especifico del ciclo celular, siendo mayor durante la fase S, donde ocurre la
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replicacion del DNA (Figura 7) (Rodriguez, 2013; Thorn et al, 2011; Mizutani et al,
2005).

=
{ SLC??D,
e —

|
Proteasome |

Oxidative

'1
VAN s
!
DNA damage Yy,

%

Vs —
TOR2A \‘su@ (MsH2
—

B Cell death

Cancer cell

DNA damage

Figura 7. Genes implicados en la farmacodindmica de doxorrubicina. Cuadros azules
representan el mecanismo de dafio en topoisomerasa Il y por radicales libres

(Tomada y modificada de Thorn et al, 2011)

2.1.7.4 Vincristina (Oncovin)

La vincristina es un alcaloide obtenido a partir de la planta Catharanthus rose que
interfiere en la formacién de microtibulos durante la mitosis celular, impidiendo la
formacion del huso mitético durante la metafase en la division celular. Los alcaloides
se unen a la tubulina en las subunidades B durante la fase S del ciclo celular
impidiendo la polimerizacion de ésta para la formacion de microtubulos (Figura 8)
(Del Rio & Gonzalez, 2006; Skubnik et al,2021).
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- -“';‘f; ‘
Dimero de Vincristina
tubulina

() Microtabulo (+)

Figura 8. Mecanismo de accién de Vincristina. Notese la interrupcion en la
formacién de microtubulos., dada por la unién de vincristina a las subunidades 3

de la tubulina.

(Creado con BioRender.com)

2.1.7.5 Prednisona

La prednisona es un farmaco glucocorticoide, con accién antiinflamatoria e
inmunosupresora que suprime la migracion de leucocitos polimorfonucleares al sitio
de inflamacién. Comunmente es usado en pacientes oncolégicos para prevenir
efectos secundarios de la quimioterapia como el vomito (Puckett et al, 2022;
Troncoso & Mosher, 2018).

2.1.8 Evaluacion de respuesta al tratamiento

La respuesta al tratamiento con régimen R-CHOP en pacientes con LDCBG se
realiza por medio de PET-CT, el cual es solicitado a mitad del esquema de
quimioterapia (durante el tercer o cuarto ciclo), asi como al final. La evaluacion se
realiza utilizando el sistema de clasificacion Lugano-Deauville, propuesto en 2009
como un método visual de valoracion (Meignan et al,2009).

La clasificacion Deauville se basa en una escala de 5 puntos de acuerdo a la
actividad metabdlica, dada por la captacion de 8F-FDG, tomando como referencia
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la captacién en dos 6rganos: el higado y mediastino, como se puede observar en
Tabla 7 (Noboa et al, 2018; Tilly et al, 2015).

Los grados de respuesta al tratamiento estan dados por la clasificacion Lugano la
cual se basa a su vez en la escala Deauville. En esta clasificacion se considera
como respuesta metabolica completa a puntajes Deauville 1, 2 y 3, donde puede o
no haber captacion de 8F-FDG menor a la captada por el higado, mientras que
puntajes Deauville 4 y 5 se consideran como respuesta metabolica parcial a mitad
del tratamiento y respuesta metabdlica residual al final del tratamiento (Tilly et al,
2015; Suarez et al, 2022).

Tabla 7. Clasificaciéon Deauville

(Tomada y modificada de Noboa et al, 2018)

Puntaje Grado de captacion

1 Sin captacion de FDG

2 Captacién < el mediastino

3 Captacion > el mediastino < el higado

4 Captacion moderadamente mayor comparada con el higado

5 Captacion marcadamente mayor comparada con el higado

X Nuevas areas de captacion, probablemente sin relacion con el linfoma

Diferentes estudios muestran que aproximadamente mas del 50% de los pacientes
con LDCBG tratados con R-CHOP presentan respuesta metabdlica completa al
finalizar el tratamiento (Beltrdn & De La Cruz-Vargas, 2017; Oliver et al, 2013; Seki
et al, 2010).

Sin embargo, entre el 30-40% restante no responden adecuadamente. Dicha falta
de respuesta puede estar dada por toxicidad en aproximadamente el 5% de
pacientes >60 afos e inclusive la refractariedad dada por mecanismos de
resistencia, como reordenamientos genéticos y reduccion de acumulacion de
farmaco dentro de la célula por proteinas implicadas en el eflujo de farmacos
(Coiffier & Sarkozy, 2016).
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2.2 Multi resistencia a drogas (MDR)

El término multi resistencia a drogas (MDR) hace alusién a la resistencia adquirida
o intrinseca de un organismo o tumor ante ciertos farmacos o compuestos quimicos
gue comunmente son letales con distinta forma y estructura quimica (Astudillo et al,
2010).

La resistencia intrinseca o de novo corresponde a aquella donde las células
tumorales no responden a la quimioterapia dada, causando que no haya algun
progreso favorable sobre la evolucion de la enfermedad. La resistencia adquirida se
presenta en el transcurso de la enfermedad, inicialmente el paciente presenta una
respuesta favorable a los farmacos utilizados en el esquema de quimioterapia,
inclusive llegando a tener una remisién completa, posteriormente suelen presentar
recaidas en la evolucion, que no responden a los farmacos ya dados, debido a la
aparicién de una clona resistente mas agresiva que ocasiona el crecimiento del
tumor (Cervantes, 2018; Astudillo et al, 2010).

El desarrollo de resistencia en pacientes con cancer es multicausal. Uno de los
principales mecanismos implicados es el transporte activo o eflujo de farmacos a
través de proteinas en la membrana celular dependientes de ATP, también
denominadas transportadores ATP binding-cassette (ABC). Se sabe que en el
genoma humano hay 49 genes que codifican para dichos transportadores (Morales
et al, 2017).

2.2.1 Transportadores ABC

La superfamilia de transportadores ABC (ATP- Binding Cassette) se encuentra
conformada por 7 subfamilias (ABCA — ABCG) agrupadas por homologia entre
secuencias genéticas, asi como alineamiento de aminoacidos y analisis filogenético.
Estructuralmente los transportadores ABC son similares, ya que todos presentan
dos dominios intracelulares de union a ATP (NBD Nucleotide-binding domain) con
secuencias conservadas y dos dominios trans membranales (TMD Trans-

membrane domain).
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Los dominios NBD proveen energia por medio de hidrélisis de ATP, ocasionando
un cambio conformacional en los dominios TMD que permiten el paso de sustratos
hacia el exterior de la membrana celular, tales como azucares, aminoacidos, lipidos,
vitaminas, antioxidantes, péptidos, &cido urico y biliar (Figura 9). Uno de los
transportadores que se encuentra mayormente involucrado en la resistencia a
farmacos, es ABCB1, también conocido como glicoproteina P (Pgp) (Morales et al,
2017; Lewinson & Livnat, 2017; Dean & Allikmets, 2001; Xiao et al, 2020).

Extracelular

Intracelular

Figura 9. Estructura general de trasportador ABC. Dominios TMD localizados
transmembrana y NB1 intracelulares de union a ATP que proveen la energia necesaria
para el eflujo de sustratos.

(Tomado y modificado de Couoh & Canto, 2020)

2.2.1.1 Transportador ABCB1/ Glicoproteina P (Pgp)

La glicoproteina P se expresa comunmente en la membrana apical del epitelio de
organos con capacidad excretora-secretora, como el intestino grueso, el intestino
delgado, el rifion, el higado e inclusive en las células endoteliales de la barrera
hemato-encefalica. Esta proteina tiene un peso de 170 kDa y se encuentra
conformada por 1280 aminoacidos dispuestos en dos cadenas homologas y unidas
por un polipéptido flexible, cada una de las cadenas tiene seis dominios
transmembranales hidrofébicos, y uno intracelular de union a ATP (Figura 10)
(Astudillo et al, 2010).

La localizacion de esta proteina tiene un papel fundamental en el eflujo de
metabolitos y xenobidticos que pueden ser perjudiciales, disminuyendo su

concentracion al interior celular hasta niveles no activos. Dentro de los sustratos
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gue transporta la glicoproteina P (Tabla 8) se encuentran farmacos incluidos dentro
de esquemas de quimioterapia para diferentes neoplasias, como lo son: imatimib,
colchicina, antraciclinas (doxorrubicina) y alcaloides de la vinca (vincristina), estos
dos ultimos incluidos dentro del esquema de quimioterapia utilizado en el Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga” para pacientes con LDCBG (Hodges et
al. 2011; Ruiz et al, 2002).

Dada la especificidad de esta proteina a farmacos quimioterapéuticos, es una de
las principales implicadas en el mecanismo de multi resistencia a drogas y su
expresion ha sido estudiada ampliamente en diferentes neoplasias como cancer de
mama, ovario, leucemia mieloide cronica, leucemia mieloide aguda y pulmén
(Nedeljkovi¢ et al, 2021; Vaidyanathan et al, 2016; Gottesman et al, 2002).

El gen que codifica esta proteina es ABCB1 o MDR1, el cual se localiza en el
cromosoma 7 banda q21.1 (7g21.1), estd compuesto por 28 exones de
aproximadamente 100 kb. Variaciones en la secuencia de ABCB1 pueden conducir
a cambios en la secuencia de aminoacidos que a su vez pueden alterar la actividad

de la glicoproteina P (Brambila, 2013).

Exterior + $

celular f?
2 TMD
X

Interior %
celular M C
-NBD
o+
ATP - | ADP) @ ATP f@l’f@

Figura 10. Estructura de glicoproteina P. Los sustratos difunden al interior celular por

difusion pasiva y su eflujo se lleva a cabo por medio de la glicoproteina P, utilizando la

hidrdlisis de ATP que ocasiona un cambio conformacional de la proteina permitiendo el
paso de sustratos al exterior celular.

(Creado con BioRender.com)
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Tabla 8. Sustratos de la glicoproteina P

(Tomado y modificado de Hodges et al, 2011)

Sustratos que interactlan con proteina P-gp

Actinomicina D | Clopidogrel Domperidona Ivermectina Nelfinavir
Aldosterona Cimetidina Doxiciclina Ketoconazol Omeprazol
Peptido ALLM Citalopram Doxorrubicina | Lamotrigina Ondansetrén
Peptido ALLN Colchicina Eritromicina Lansoprazol Pentazocina
Amitriptilina Corticosterona | Etopésido Levetiracetam | Fenobarbital
Amprenavir Cortisol Fexofenadina | Levofloxacina | Propanolol
Atorvastatina Ciclosporina A | Gramacidina D | Loperamida Quinidina
B-amiloide Daunorubicina | Gramacidina S | Losartan Ritonavir
Bromperidol Dexametasona | Imatinib Melphalan Tetraciclina
Carbamazepina | Digoxina Indinavir Mitomicina C | Verapamilo
Celiprolol Diltiazem Irinotecan Mitoxantrona | Vinblastina
Chlorpromazine | Docetaxel Itraconazol Morfina Vincristina

2.3 Polimorfismos

Un polimorfismo genético corresponde a las muchas formas que puede tener una
secuencia genética, es decir, la variabilidad simultanea de genomas con distintos
alelos para un locus determinado. Los polimorfismos pueden encontrarse en exones

e intrones (Torrades, 2002).

Los polimorfismos que afectan un solo nucleétido se denominan Single-nucleotide
polimorphism (SNP) y estos se distinguen de las mutaciones porque tienen una
frecuencia >1% en la poblacion. Existen dos tipos de SNP, no sinénimos y
sinbnimos o silenciosos. Los SNP no sinénimos afectan el aminoacido codificado y
por lo tanto la funcién de la proteina, mientras que los SNP sinénimos no alteran los
aminoéacidos codificados. Sin embargo, pueden llegar alterar la funcionalidad por

algiin mecanismo no conocido (Checa, 2007).

Los SNP se presentan en 1 de cada 1000 pares de bases y es el tipo de
polimorfismo mas comun en el genoma. En cuanto al gen ABCB1 que codifica para
la glicoproteina P se conocen 66 polimorfismos, de los cuales 24 son sinGnimos o
silenciosos, siendo uno de los mas estudiados el polimorfismo C3435T debido a su

relevancia clinica (Shastry, 2002; Brambila, 2013).
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2.3.1 SNP C3435T

El polimorfismo C3435T se encuentra en el exén 26 del gen ABCB1. Remplaza el
nucleétido C (citocina) por T (timina), es un SNP sinébnimo ya que no genera cambio

en el aminoacido codificado (isoleucina) (Figura 10).

Este polimorfismo tiene gran relevancia clinica debido a su relacion con
caracteristicas clinicas, respuesta al tratamiento, factor pronostico y susceptibilidad
en diferentes tipos de neoplasias como leucemia, cancer de mama, cancer de ovario
y mieloma multiple (Olarte et al, 2020; Sharif et al, 2016; Haque et al, 2020; Yin et
al, 2016). En el estudio de correlacion realizado por Xiaohui y colaboradores (2014)
el genotipo TT resultoé asociado con respuesta pobre a la quimioterapia en pacientes

con osteosarcoma de origen étnico asiatico.

A pesar de que C3435T es un SNP sinénimo, se ha propuesto que puede alterar la
actividad y expresion de la glicoproteina P-gp y por ende el transporte de farmacos.
Si bien la mayoria de estudios enfocados en este polimorfismo son de correlacion,
Kimchiy colaboradores (2007) plantearon la hipétesis de un posible mecanismo que
conlleva a la actividad alterada de la glicoproteina P-gp. Ellos mencionan que la
sustitucion de Citocina por Timina puede ocasionar el uso de ARNt poco comun y
afectar el plegamiento co-traduccional, resultando en la actividad alterada de la

proteina.

En el caso de LDCBG y su relacion con el SNP C3435T los estudios realizados son
escasos y se enfocan solamente en poblacion asiatica. Liu et al (2020) reporto el
genotipo CC como riesgo para LDCBG, pero no encontrd relacion entre los alelos y
genotipos de C3435T con la respuesta el régimen R-CHOP y variables clinicas. Por
otra parte, Ni et al (2015) menciond que el genotipo homocigoto TT para el locus
C3435T puede contribuir a la susceptibilidad de LDCBG, adicionalmente reporto la
asociacion entre el alelo C con respuesta completa en pacientes tratados con R-
CHOP (Ni et al, 2016).
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Figura 11. SNPs en glicoproteina P. En rojo se encuentra marcado la ubicacion del SNP
C3435T en el exdén 26 de la secuencia, asi como en la estructura de la glicoproteina P
(intracelular en carboxilo terminal).

(Tomado y modificado de Tanabe et al, 2001)
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3 Justificacion

El LDCBG es considerado una neoplasia heterogénea que conforma entre el 25-
30% del total de linfomas. En México se estima que constituyé el Linfoma no
Hodgkin mas frecuente entre los afios 2008-2016. Los pacientes con esta neoplasia
suelen tener una rapida progresion, por lo que al momento del diagnéstico suelen
presentar estadios avanzados. El esquema de quimioterapia de primera linea
utilizado es R-CHOP con el cual, mas del 50% presenta respuesta metabolica
completa al finalizar el tratamiento, mientras que el 30-40% no tiene una buena

respuesta al tratamiento.

Entre los mecanismos implicados en la falta de respuesta a quimioterapia se
encuentra la multi resistencia a drogas, donde la glicoproteina P codificada por el
gen ABCBL1 juega un papel fundamental en el eflujo de drogas al exterior celular.
Ocasionando que la concentracion de estos al interior celular sea menor hasta

niveles no activos, disminuyendo asi su eficacia y toxicidad.

Se han registrado diversos polimorfismos en el gen ABCB1, entre los que se
encuentran SNP sinénimos, los cuales no generan cambios en el aminoacido
codificado, siendo uno de los méas estudiados en SNP C3435T en diferentes tipos
de neoplasias, por su relacién con la respuesta a quimioterapia, caracteristicas
clinicas, susceptibilidad y como factor prondstico. Sin embargo, en el caso del
LDCBG su relacién con la respuesta al tratamiento, caracteristicas clinicas,
susceptibilidad y riesgo difiere entre los estudios, adicionalmente estos se
encuentran enfocados solamente en poblacion asiatica. Debido a esto, el presente
estudio pretende contribuir a un mayor entendimiento de la relacion entre el

polimorfismo C3435T con el LDCBG en muestras de poblacion mexicana.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar la relacion clinica del polimorfismo C3435T en pacientes mexicanos con
LDCBG, que permita conocer su efecto en la respuesta al tratamiento de
quimioterapia con R-CHOP.

4.2 Objetivos particulares

e Conocer la frecuencia del polimorfismo C3435T del gen ABCB1 en pacientes
con LDCBG a partir de biopsia liquida de sangre.

e Determinar la relacion entre el polimorfismo C3435T con la respuesta al
tratamiento de quimioterapia y las caracteristicas clinicas de pacientes

mexicanos con LDCBG.

5 Hipotesis

Si el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 se relaciona con la respuesta a
quimioterapia en pacientes con LDCBG, entonces aquellos con genotipo TT tendran

falla al tratamiento de quimioterapia R-CHOP.
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6 Disefio experimental

6.1 Poblacién de estudio

6.1.1 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Inclusiéon

Pacientes diagnosticados con LDCBG del Hospital General de México.
Tratamiento con esquema de quimioterapia R-CHOP.

Mayores de edad (=18).

Hombres y mujeres.

Contar con consentimiento informado.

Exclusion

Pacientes con muestra bioldgica insuficiente.

Presencia de comorbilidad con otro tipo de neoplasia.

Eliminacién

Pacientes sin expediente clinico.

6.2 Variables de estudio

6.2.1 Variable independiente

Genotipo presente del polimorfismo C3435T.

6.2.2 Variables dependientes

Caracteristicas clinicas de los pacientes.

Respuesta al esquema de quimioterapia R-CHOP.
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Variable

Edad
Género
Subtipo
LDH
Sintomas B
Estado funcional
ECOG
Leucocitos
Plaguetas
Hemoglobina
Estadio Clinico
(Escala Ann-Arbor)
indice pronéstico
internacional revisado
(R-IP1)
Tomografia de emisién
de positrones (PET)

Recaida

Muerte

Tabla 9.

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

——

Variables de estudio

Tipo de variable

27

Escala

Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal

dicotdmica

Nominal
dicotémica
Nominal
dicotémica
Nominal

dicotémica

Valores

<60

Masculino
Femenino
Centro germinal
No centro germinal
Normal
Anormal
Presencia
Ausencia
0-1
22
Normal
Anormal
Normal
Anormal
Normal
Anormal
I -1l
H-1v
Muy favorable/Favorable

Desfavorable

Respuesta completa
Respuesta no completa
Si
No
Si
No
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6.3 Tamafo de muestra

El tamafio de muestra se calcul6 utilizando el programa G*power 3.1.9.7, con un
nivel de confianza del 95% y con poder estadistico de 0.05, tomando en cuenta la
prueba estadistica para andlisis de correlacion (Xi?) el tamafio de muestra resultd

de 75 individuos sanos y 75 pacientes con LDCBG.

7 Metodologia

7.1 Material bioldgico

Se recolectaron 80 muestras de sangre periférica de individuos sanos obtenidos del
banco de sangre del Hospital General de México, asi como también 80 muestras de
sangre periférica de pacientes con diagnostico de LDCBG y consentimiento
informado tratados con esquema de quimioterapia con R-CHOP en tubos con
EDTA.

7.2 Separacion de células mononucleares por gradiente de densidad

Para la separacion de células mononucleares las muestras de sangre periférica se
mezclaron con PBS 1X (buffer salino de fosfatos) en proporcion 1:1, posteriormente
se integraron con Ficoll-Hypaque en proporcion 1:3 (Ficoll-sangre) y se
centrifugaron a 1,500 rpm durante 15 minutos. La interfase resultante con células
mononucleares fue separada, a esta se le realizé un lavado con PBS 1Xy el paquete
celular se homogenizé con 700uL de DNAzol. Por ultimo, las muestras fueron

almacenadas a -80 °C para su uso posterior.

7.3 Extraccion de DNA de pacientes con LDCBG e individuos sanos

La extraccion de DNA se realiz0 a partir de las muestras almacenadas en DNAzol.
Se agregaron 700uL de etanol al 100% y se homogenizo por inversion hasta la

aparicion de la hebra de DNA, el etanol fue decantado y posteriormente se realizé
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un lavado por inversion con 700 pL de etanol al 70%. El etanol fue extraido y el DNA
se dejo secar a temperatura ambiente, una vez seco se resuspendiéo en TE 1X
(buffer Tris- EDTA), en volumenes dependientes del tamafio del DNA (50uL -
200pL).

7.4 Concentracion, calidad e integridad del DNA

La determinacién de concentracioén y pureza del DNA obtenido se realizé por medio
de absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda, utilizando un espectrofotometro
Nano-Drop 2000 (UV-ViS), se carg6 1uL del material genético obtenido y como
blanco se utilizé 1uL de TE 1X.

La integridad del DNA se corroboro por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1%, se cargaron 5uL de DNA con 2uL de buffer de carga y 2uL de TAE 1X (buffer
Tris-Acetato-EDTA) en cada pozo y se corrié en camara de electroforesis a 70 V por

40 minutos.

7.5 Genotipificacion del polimorfismo C3435T

El ensayo de genotipificacién para la identificacion del polimorfismo C3435T se
realizé en equipo Step One (Applied BioSystemS, Life Technologies), se utilizé la
sonda TagMan C__ 7586657 _20 rs 1045642, la Master mix fue preparada segun las
indicaciones del proveedor y en cada microtubo se agreg6 10ng del DNA extraido.
Se empledé como blanco agua libre de nucleasas y como controles para cada
genotipo (TT, CC y CT) muestras con genotipo previamente conocido.
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8 Resultados

Se analizaron las muestras de 80 donadores sanos y 79 pacientes con diagnostico
histopatolégico de LDCBG. Una muestra fue eliminada por diagnéstico tardio de

Linfoma de linfocitos pequefios.

8.1 Caracterizacion clinico-patolégica de pacientes con diagnostico
de LDCBG

De los 79 pacientes con LDCBG analizados 42 fueron hombres y 37 mujeres. El
rango de edad fue de 22-82 afios, con una media de 52.5, el 69.6 % presentaron

edad menor o igual a 60 afios, mientras que el 30.4% mayor a 60 (Grafico 1).

GENERO EDAD

30.4%

0,
46.8% 53.09%

69.6%

[ Masculino Femenino <60 afios >60 afos

A

B

Gréfico 1. Caracteristicas generales. A) Frecuencia de género en pacientes con
LDCBG (n=79) y B) Frecuencia de edad por rango (n=79).

De acuerdo con los datos obtenidos del expediente clinico de los pacientes el 49.4%
(39/79) correspondieron al subtipo Centro Germinal y el 50.6% (40/79) a No Centro
Germinal, clasificados de acuerdo al algoritmo de Hans. En cuanto a los niveles de

lactato deshidrogenasa, 10 pacientes presentaron niveles bajos con respecto al
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valor de referencia (<140 U/L), 43 presentaron valores normales (140-271 U/L) y 26
valores elevados (>271 U/L) (Grafico 2).

SUBTIPO LDH
12.7%
32.9%
50.6% 49.4%
54.4%
Bajo (<140 U/L) Normal (140-271 U/L)
[ Centro Germinal No Centro Germinal Elevado (>271 U/L)
A B

Grafico 2. Caracteristicas clinicas. A) Frecuencias de acuerdo al subtipo por algoritmo
de Hans y B) Frecuencias de niveles de Lactato deshidrogenasa (bajo, normal y elevado)
respecto al valor de referencia.

Respecto a los valores obtenidos de biometria hemética, la cuenta leucocitaria
media fue de 6.7x102 leucocitos/pL con un rango de 0.5-31.4 x10° leucocitos/pL,
mientras que la media de plaquetas fue de 271x103° plaguetas/ pL con un rango de
24-919x10°2 plaquetas/ pL y de hemoglobina de 5.5 — 18 g/dL, con una media de
11.95 g/dL.

El estado funcional de los pacientes en su mayoria fue 0 (42/79), es decir, podian
realizar actividades sin restriccion alguna. La mayor cantidad se diagnosticaron en
estadios clinicos Il y IV, el 34.2% (27/79) en estadio Ill, mientras que el 27.8%
(22/79) en estadio IV. En cuanto a la presencia o ausencia de sintomas B solo 76
pacientes contenian el dato dentro de su expediente, de los cuales el 71.1% (54/76)
si tuvo presencia de sintomas B, mientras que el 28.9% (22/76) no presentd

sintomas B (Grafico 3).
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ESTADO FUNCIONAL

45
40
35

o 30
§ 25
S 20
& 15
10
5
0
0 1 2 3 4
A ECOG
ESTADIO CLiNICO SINTOMAS B
)
27.8% 28.9%
20.3%
71.1%
34.2%
oo eV Presencia Ausencia
B C

Gréfico 3. Caracteristicas clinicas al diagnéstico. A) Frecuencia del estado funcional
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group), B) Estadio clinico y C) Presencia de
sintomas B (n=76).

Como factor pronéstico se concidero el R-IPI, del cual prevalecié favorable con el
53.2% (42/79), seguido del desfavorable con el 38% (30/79) y por ultimo muy
favorable con 8.9% (7/79).

Para la evaluacion de la respuesta al regimen R-CHOP, se tomd en cuenta la
tomografia de emision de positrones (PET), donde el 53.2% (42/79) presento
respuesta completa y el 46.8% (37/79) respuesta no completa, de estos ultimos el
2.7% (1/37) correspondio a refractarios al tratamiento, el 13.5% (5/37) presentaron

defuncion en el transcurso de la quimioterapia y el 83.8% (31/37) respondieron
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parcialmente (Grafico 4). El resumen de las caracteristicas clinicas se muestra en
la Tabla 10.

RESPUESTA AL TRATAMIENTO RESPUESTA NO COMPLETA
2.7%
13.5%
46.8%
53.2%
83.8%
[ RESPUESTA COMPLETA [ REFRACTARIOS DEFUNCION
RESPUESTA NO COMPLETA RESPUESTA PARCIAL
A B

Gréfico 4. Respuesta al régimen R-CHOP. A) Porcentaje de respuesta al tratamiento
completa y no completa (n=79) y B) Porcentaje de respuestas no completas al tratamiento
(n=37).

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de pacientes con LDCBG (n=79)

Parametro

(Valores de referencia)

Edad <60 55(69.6) 52.5 22-82

>60 24(30.4)
Género Masculino 42(53.2)
Femenino 37(46.8)
Subtipo CG 39(49.4)
No CG 40(50.6)

LDH Bajo 10(12.7) 337.2 63-3196
(140-271 U/L) Normal 43(54.4)
Elevado 26(32.9)

Leucocitos Bajo 23(29.1) 6.7 0.5-31.4
(4.5-10 Normal 45(58.2)
x10%eucocitos/uL) Elevado 11(12.7)

Plaquetas Bajo 14(17.9) 271 24-919
(150-450x10°plaquetas/uL) Normal 56(71.8)
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n=78 Elevado 8(10.3)
Hemoglobina Normal 20(26) 11.9 5.5-18
(14-18 g/dL) Bajo 57(74)
n=77
Sintomas B Presencia 54(71.1)
n=76 Ausencia 22(28.9)
Estado funcional ECOG 0-1 51(64.6)
22 28(35.4)
Estadio clinico -1 30(38)
(Escala Ann-Arbor) -1v 49(62)
Sitios extranodales Si 29(36.7)
No 50(63.3)
R-IPI Muy favorable 7(8)
Favorable 42(53)
Desfavorable 30(38)
Tomografia de Emision Respuesta completa 42(53.2)
de Positrones Respuesta no completa 37(46.8)
PET
Recaida Si 8 (10.1)
No 68(89.9)
Muerte Si 11(14)
No 68(86)

8.2 Andlisis de integridad del material genético extraido

El DNA extraido de cada muestra tanto de pacientes como de donadores sanos fue
corrido en electroforesis de gel de agarosa al 1% para verificar su integridad, donde
fue evidente la visualizacién de la banda caracteristica de DNA, tal como se observa

en la Figura 12 y 13.
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Figura 12. Determinacion de integridad de DNA de pacientes. DNA extraido de 6
pacientes con LDCBG en gel de agarosa al 1% tefiido con Midori Green. Se observa la
banda uUnica caracteristica de DNA en cada uno de los pozos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1

Figura 13. Determinacion de integridad de DNA de donadores sanos. DNA extraido
de 10 donadores sanos en gel de agarosa al 1% tefiido con Midori Green, donde se
observa banda Unica caracteristica de DNA en cada pozo.

8.3 Identificacion de polimorfismo C3435T

Para la identificacion del polimorfismo C3435T del gen ABCBL1 se realizé el ensayo
de genatipificacion en 80 muestras de donadores sanos y 79 muestras de pacientes
con LDCBG (Figura 14).

De los 80 donadores sanos el 56% (45/80) presenté genotipo heterocigoto CT,
mientras que el 23% (18/80) homocigoto TT y el 21% (17/80) restante homocigoto
CC. El alelo C se presenté en el 49.4%y el alelo T en el 50.6%.

En cuanto a los 79 pacientes con LDCBG el genotipo mas fue heterocigoto CT con
el 58% (46/79), al igual que en donadores sanos. Posteriormente con el 27%
(21/79) homocigoto CC y el 15% (12/79) homocigoto TT, en contraste con los
donadores sanos el alelo de mayor frecuencia en pacientes con LDCBG

correspondio a C con el (55.7%) (Grafico 4).

Las frecuencias de dichos genotipos determinados en pacientes con LDCBG y
sanos no tuvieron diferencias significativas (p=0.444), al igual que las frecuencias
alélicas (p=0.259) (Tabla 11).
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Allelic Discrimination Plot Allelic Discrimination Plot

Figura 14. Plot de discriminacién alélica. El eje Y corresponde a la amplificacion del
alelo Ty el eje X a la amplificacién del alelo C, los puntos azules indican las muestras con
genotipo homocigoto TT, los puntos verdes muestras con genotipo heterocigoto CT, los
puntos rojos muestras con genotipo homocigoto CC y el punto negro en el lado inferior.
izquierdo corresponde al control negativo. A) Plot de discriminacion alélica de donadores
sanos y B) Plot de discriminacion alélica de pacientes con LDCBG.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS FRECUENCIAS ALELICAS
s - w s
40 80 n o
70

35 70
30 60
25 2 50
20 17 18 20
15 12 30
10 I 20

5 I 10

0 0

HOMOCIGOTO CC HETEROCIGOTO CT HOMOCIGOTO T1 Sanos Pacientes LDCBG
A ® SANOS  ® PACIENTES LDCBG B mC T

Grafico 4. Frecuencias genotipicas y alélicas. A) Frecuencias genotipicas del
polimorfismo C3435T del gen ABCB1 en donadores sanos y pacientes con LDCBG y B)
Frecuencias alélicas de donadores sanos y pacientes con LDCBG.




Tabla 11. Diferencia de frecuencias genotipicas y alélicas en donadores sanos y
pacientes con LDCBG

Pacientes LDCBG Sanos Xi2
(%) (%) P-value
Genotipo ccC 21(26.6) 17(21.25 444
CcT 46(58.2) 45(56.25)
TT 12(15.2) 18(22.5)
Alelos C 88(55.7) 79(49.4) 259
T 70(44.3) 81(50.6)

8.4 Correlacioén clinica

Una vez obtenidos los genotipos del SNP C3435T en el gen ABCB1, tanto de
pacientes con LDCBG, como de donadores sanos, se realizd la correlacion con
datos clinicos dentro del expediente de pacientes con LDCBG, utilizando el software

IBM SPSS statistics y la prueba estadistica Chi cuadrada de Pearson.

El genotipo que prevalecio respecto a los pardmetros clinicos correspondié a
heterocigoto CT. En mayores de 60 afios dicho genotipo se presentd en el 55.8%
(17/27) y en menores o iguales a 60 afios en el 63% (29/52). Respecto al género en
mujeres correspondié al 59.2% (22/37) y en hombres al 53.2% (24/42). De acuerdo
con el subtipo CG y no CG se obtuvo en el 66.7% (26/39) y en el 50% (20/40)
repectivamente. Respecto al estado funcional (ECOG) 0y 1 se presento en el 56.9%
(29/51) y en mayor o igual a 2 en el 60.7% (17/28). Para los estadios clinicos | y
el 53.3% (16/30) presentaron genotipo CT, mientas que en estadios clinicos Il y IV
fue del 61.2% (30/49). En cuanto a la respuesta al tratamiento el genotipo CT se
obtuvo en el 47.6% (20/42) y el 70.3% (26/37) en pacientes con respuesta completa
y respuesta no completa respectivamente. El 60.6% (43/71) de los pacientes que
no tuvieron recaida presentaron genotipo CT, mientras que aquellos que si

recayeron presentaron genotipo CC en el 50% (4/8).

Al realizar el analisis de Chi cuadrada de Pearson para dichas caracteristicas
clinicas y los genotipos CC, CT Y TT no se obtuvo relacion estadisticamente

significativa (Tabla 12).
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Con respecto al modelo dominante, considerando el genotipo CC vs CT + TT se
encontré asociacion significativa con el subtipo (p=0.026) donde el 71.4% de los
pacientes con genotipo CC present6 subtipo No Centro Germinal y el 28.6% subtipo
Centro Germinal (Tabla 13)., en contraste, al realizar el modelo recesivo (TT vs
CT+CC) no resultaron asociaciones significativas, con datos clinicos, asi como

respuesta al tratamiento, recaida y muerte, tal como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 12. Relacion clinica con genotipos en pacientes con LDCBG

Genotipo Xi2

Edad
e <60 16 29 7 482
e >60 5 17 5

Género
e Masculino 9 24 9 .201
e Femenino 12 22

Subtipo
e CG 6 26 7 .084
¢ NoCG 15 20 5

LDH
e Normal 12 25 6 .924
e Anormal 9 21

Leucocitos 131
¢ Normal 16 23
e Anormal 5 23 5

Plaguetas
e Normal 16 31 9 .552
e Anormal 5 15

Hemoglobina
e Normal 6 10 4 721
e Anormal 15 34

Sintomas B
e Presencia 13 35 7 .130
e Ausencia 8 8
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Estado funcional ECOG
e 01
e 22

Estadio clinico
o Il

o |-V

Sitios extranodales
e Si
e No

R-IPI

e Muy favorable / Favorable

e Desfavorable

¢ Respuesta metabdlica completa

¢ Respuesta metabdlica no completa

Recaida
o Si
e No
Muerte
o Si
e No

——
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Tabla 13. Relacién clinica modelo dominante (CC vs CT-TT)

Genotipo

Variable CcC CT/TT
e <60 16 36 242
e >60 5 22

Género
e Masculino 9 33 .269
e Femenino 12 25

Subtipo
e CG 6 33 .026*
e NoCG 15 25

LDH
e Normal 12 31 771
e Anormal 9 27

Leucocitos
e Normal 16 30 .051
e Anormal 5 28

Plaguetas
e Normal 16 40 .601
e Anormal 5 17

Hemoglobina

¢ Normal 6 14 .750
e Anormal 15 42

Sintomas B
e Presencia 13 42 .207
e Ausencia 8 13

Estado funcional ECOG
e O0-1 15 36 442
o =<2 6 22

Estadio clinico
o Il 7 23 .609
o llI-IV 14 35

Sitios extranodales
o Si 4 4 114
e No 17 54
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R-IPI

e Muy favorable / Favorable 14 35 .609
e Desfavorable 7 23

PET .148
e Respuesta metabdlica completa 14 28
e Respuesta metabélica no completa 7 30

Recaida 114
e Si 4 4
e No 17 54

Muerte 497
o Si 2 9
e No 19 49

*Valor de p value <0.05

Tabla 14. Relacién clinica modelo recesivo (TT vs CT-CC)

Genotipo Xi?
Variable TT CT/CC P value
e <60 7 45 .553
e >60 5 22
Género
e Masculino 9 33 .100
e Femenino 3 34
Subtipo
e CG 7 32 .500
e NoCG 5 35
LDH
e Normal 6 37 .738

41

——
| —



e Anormal

Leucocitos
e Normal
e Anormal
Plaguetas
e Normal
e Anormal

Hemoglobina
e Normal
e Anormal
Sintomas B
e Presencia
e Ausencia
Estado funcional ECOG
e 0-1
o =<2
Estadio clinico
o |-l

o -V

Sitios extranodales
o Si
e No

R-IPI

e Muy favorable / Favorable

e Desfavorable

¢ Respuesta metabdlica completa

e Respuesta metabdlica no completa

Recaida
o Si
e No
Muerte
o Si
e No

——
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9 Discusioén

El gen ABCB1l ha sido ampliamente estudiado en pacientes con diferentes
neoplasias, por ser uno de los genes involucrados en el mecanismo de resistencia
a drogas y por su alta variabilidad genética, dada por los polimorfismos presentes
en su secuencia. El SNP C3435T ubicado en el exdn 26 es uno de los mas
estudiados, con resultados diversos en cuanto a su relacidn con parametros
clinicos, asi como en la modificacion de la expresion, especificidad y actividad de la
proteina codificada P-gp (Schwab et al, 2003; Wang & Li, 2020; Wolking et al, 2015).

En el presente estudio se realiz6 la genotipificacion del polimorfismo C3435T del
gen ABCBL1 en 79 pacientes diagnosticados con LDCBG, con el fin de conocer su
relacion con la respuesta al tratamiento de quimioterapia con R-CHOP vy

caracteristicas clinicas.

La edad media que presentaron los pacientes fue de 52.5 afios, menor a la
reportada por la Sociedad Americana de Cancer (2023) de 65 afios, pero similar a
la reportada por Romero et al (2006) en un estudio en el Hospital General de México
con promedio de 50 afios. El porcentaje de presencia en hombres (53.2%) fue
ligeramente mayor que en mujeres (46.8%), lo cual concuerda por lo reportado por
diversos autores donde hay predominio de afectacion en el género masculino (Ron-
Guerrero et al, 2015; Romero et al, 2006; Carballo et al, 2018).

En distintos tipos de neoplasias incluidos linfomas, existe una mayor incidencia en
hombres que en mujeres (Radkiewicz et al, 2023). Las causas de dicha diferencia
no son claras en neoplasias hematoldgicas, a pesar de que se ha atribuido como
mecanismos: la exposicion diferencial a carcinogénicos ambientales, diferencias en
la respuesta inmune, donde los hombres presentan mayor vulnerabilidad a
mutaciones de proto-oncogenes (Dunford et al, 2016). Asi como a factores
hormonales donde se ha asociado a hormonas femeninas con una mayor sobrevida
de pacientes con LDCBG (Hedstromoet al, 2015).

Respecto a los valores de LDH en individuos con LDCBG son por lo general altos y

representan un mal pronostico para el paciente al tomarse en cuenta como factor
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dentro del calculo de R-IPI. Se encontr6 que el 32.8% presentaron valores elevados
de LDH, en contraste Purnamasidhi et al (2019) y Hong et al (2013) reportan que
mas del 40% de individuos con linfomas no Hodgkin y LDCBG respectivamente,

tuvieron valores elevados de LDH.

El conteo de leucocitos suele ser bajo respecto al valor de referencia en individuos
con esta neoplasia, se obtuvo que el 29.1% presento niveles bajos de leucocitos en
sangre periférica, porcentaje similar al encontrado por Cox et al (2008) en un estudio
con 101 pacientes, del cual el 23% presentd valores de leucocitos al diagnoéstico
menores al de referencia. El 74% de los individuos analizados presentaron valores
de hemoglobina bajos, la anemia en este tipo neoplasia es frecuente y se ha visto
asociada a la produccién excesiva de citocina proinflamatoria IL-6 (Tisi et al, 2014).
Asi mismo la trombocitopenia es comun en LDCBG, el 17.9% de los individuos
analizados presentaron niveles bajos de plaquetas, valor mayor al encontrado por
Ochi et al (2016) del 7.7% de un total de 391 pacientes analizados, donde a su vez
se encontrd asociacion entre los niveles bajos de albumina y plaguetas con menor

supervivencia general de los pacientes.

En cuanto al estado funcional ECOG el 64.6% se ubicaron en la categoria de grados
0-1, porcentaje similar al encontrado por Beltran & De la Cruz (2017), donde el
66.3% pertenecid a dicha categoria. Se encontrd que al diagndstico el 62% de los
individuos se encontraba en estadios clinicos avanzados (llI-1V), lo cual concuerda
con lo encontrado por Solis et al (2021) en 293 pacientes con LDCBG en México.
La deteccion en estadios avanzados puede estar dada por la demora de los
pacientes para acudir al médico posterior a la presentacion del primer sintoma,

debido a que estos son similares a otras patologias leves (GOTEL, 2017).

Respecto al subtipo, obtenido por algoritmo de Hans el 49.4% fue subtipo Centro
Germinal, mientras que el 50.6% No Centro Germinal, porcentajes similares a los
obtenidos por Hans et al (2004) y Habara et al (2012). Tras la aplicacién del régimen
de quimioterapia con R-CHOP, el 53.2% de los pacientes tuvieron respuesta
completa, mientras que el 46.8% presentaron respuesta no completa, dada por

refractariedad al tratamiento, muerte o0 respuesta parcial a este, similar a lo
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reportado por otros autores, donde las respuestas completas son mayores al 50%
con régimen R-CHOP (Caoiffier et al, 2016; Huang et al, 2020).

Distintos autores reportan porcentajes de respuesta completa menores al 50% con
otros esquemas de quimioterapia como CHOP o esquemas de segunda linea como
EPOCH (Etopésido, Prednisona, Vincritina, Ciclofosfamida, Doxorrubicina), ICE
(Ifosfamida, Carboplatino, Etopdsido), MINE (Mesna, Ifosfamida, Mitoxantrona,
Etopdsido) y DHAP (Dexametasona, Cisplatino, Citarabina), donde la respuesta
completa va del 34 al 50%. Ademas, el grado de toxicidad es mayor en estos, debido
a su alta intensidad (Castellanos et al, 2010; Caoiffier et al, 2002; Gonzalez & Lopez,
2022).

La frecuencia de genotipos y alelos del SNP C3435T en poblacién sana ha sido
reportada en México dentro de estudios comparativos con pacientes de diferentes
neoplasias. Leal et al (2008) obtuvo que en poblacion sana proveniente del este de
México el 53% presentd genotipo CT, el 33% TT y el 14% CC y el alelo T fue mas
frecuente (60%) que el alelo C (40%)., mientras que Ortega et al (2015) en poblacion
sana de Ciudad de México y otros estados de la republica mexicana obtuvo
frecuencias alélicas del 51% para el alelo T y el 49% para el alelo C asi como
frecuencias genotipicas del 52% para CT, 25% para TT y el 23% para CC,
concordando con los resultados obtenidos en este estudio donde el alelo de mayor
frecuencia correspondi6 a T y los genotipos de mayor a menor frecuencia
correspondieron a CT (56%), TT (23%) y CC (21%) en donadores sanos.

En cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas en pacientes con LDCBG se han
realizado estudios en poblacion asiatica, como el realizado por Hu et al (2012) en
China, donde obtuvo frecuencias del 47.4% para CT, 37% para CC y 15.6% para
TT, ademas de frecuencia del 59% para el alelo C y del 41% para el alelo T, datos
gue concuerdan con las frecuencias obtenidas, donde el genotipo de mayor
frecuencia correspondio a CT, seguido de CC y TT, asi como el alelo Cy T con

mayor y menor frecuencia correspondientemente.

Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas entre ambos grupos (sanos y

pacientes) no se encontraron diferencias significativas (p=0.444 y p=0.259,
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respectivamente). Diferentes autores reportan variabilidad en cuanto al genotipo de
C3435T asociado al riesgo de LDCBG. Liu et al (2020) encontraron el genotipo CC
como riesgo para LDCBG (p=0.005) ya que este tenia mayor frecuencia en
pacientes en comparacion con sanos, mientras que Ni et al (2015) analizé 129
pacientes y 208 controles sanos de los cuales el genotipo TT mostré ser un factor
de riesgo (p<0.01). En contraste Hu et al (2012) en su estudio con poblacion del sur
de China no encontraron asociacion con ningun genotipo o alelo del SNP C3435T,
pero si con el SNP T129C (p=0.040).

Al realizar la asociacion de variables clinicas tanto con genotipo como en modelo
dominante y recesivo no se obtuvo asociacion con género, edad, LDH, leucocitos,
plaquetas, hemoglobina, sintomas B, estado funcional, estadio clinico, sitios
extranodales, R-IPI, respuesta al tratamiento (PET), recaida y muerte. Si bien la
relacion entre el SNP C3435T y dichas variables clinicas en pacientes con LDCBG
ha sido poco estudiada los resultados son compatibles con los obtenidos por Liu et
al (2020), donde se consideraron las variables clinicas de género, estadio clinico,
LDH, ECOG, IPI, subtipo, sintomas B y respuesta al tratamiento resultando
asimismo sin asociacion. En contraste Ni et al (2016) abordé las mismas variables
clinicas de las cuales ninguna a excepcion de respuesta al tratamiento resulté

relacionada al SNP C3435T, asociando el alelo C con respuesta completa.

El efecto que tiene el SNP C3435T en la farmacocinética y respuesta a drogas
utilizadas dentro del régimen de quimioterapia (doxorrubicina y vincristina) para esta
neoplasia ha sido poco descrito. Lal et al (2007) investigaron la influencia de tres
polimorfismos (C1237T, G2677A-T y C3435T) en la disposicion de doxorrubicina en
pacientes con cancer de pulmén, siendo los homocigotos CC-GG-CC
respectivamente, los que presentaron menores niveles del farmaco en plasma
comparados con los homocigotos TT- TT-TT. Indicando por lo tanto que este ultimo
genotipo se relaciona con una mayor expulsion del farmaco, mediado por proteina
P-gp. Por otra parte, Plasschaert et al (2004) al analizar la influencia del SNP con la
farmacocinética de vincristina en pacientes con leucemia aguda linfoblastica no

encontraron asociacion con ningun genotipo.
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En el modelo dominante se encontrd asociacién con el subtipo, donde el 71.4% de
pacientes de subtipo No Centro Germinal presentaron genotipo CC, dicho resultado
contrasta con lo obtenido por Liu et al (2020) y Ni et al (2016) donde no encontraron
relacion con el subtipo o célula de origen, dicha diferencia pueden deberse al
tamafo de muestra, al origen étnico de los pacientes analizados y a la diferencia
de metodologias utilizadas para la deteccion del genotipo, ya que en comparacion
con el presente estudio donde se utiliz6 sonda TagMan, en ambos estudios
mencionados hicieron uso de ASP-PCR. Distintos autores han reportado que el
subtipo tiene relevancia prondstica, donde aquellos pacientes con subtipo No
Centro Germinal tienen menor sobrevida global y libre de evento, en comparacion
con pacientes subtipo Centro Germinal (Haarer et al, 2006). Lo cual siguiere que el
genotipo CC puede ser asociado a un mal pronéstico en pacientes con subtipo No

Centro Germinal.

La relacibn de este SNP con la sobrevida y prondstico de los pacientes
independiente del subtipo ha sido estudiada por pocos autores. Ni et al (2016)
reportan que genotipos con al menos un alelo T de C3435T presentd menor
sobrevida libre de evento comparado con el genotipo sin alelo T (CC), mientras que
Hu et al (2012) tomé en cuenta la combinacion de polimorfismo C3435T y G2677T/A
y aquellos pacientes con genotipo TT en ambos polimorfismos mostraron peor
sobrevida global que aquellos con al menos un alelo C (p=0.027).

La relacion entre C3435T y variables clinicas, asi como respuesta al tratamiento es
controversial, los resultados son diversos y en poblacion mexicana son nulos los
estudios en pacientes con LDCBG, por lo que se requiere de mas investigacion que
contribuya a un mayor entendimiento de su relacion en poblacién mexicana, ya que
se ha visto que la frecuencia de genotipos depende del origen étnico, lo cual origina

resultados heterogéneos (Ameyaw et al, 2001; Schwab et al, 2003).

Se considera necesaria la inclusiébn de otros polimorfismos como G2677T/A y
C1236T para la evaluacion en conjunto del haplotipo, ya que en conjunto se
considera que pueden afectar la especificidad de la proteina, asi como también la
inclusion de analisis de expresion de ABCBL1 y su correlacion con el genotipo, con
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el fin de conocer si en pacientes con esta neoplasia el genotipo afecta la expresiéon

de la proteina codificada.

10 Conclusiones

e Se encontrd que las frecuencias genotipicas de C3435T, de mayor a menor
frecuencia correspondieron a CT, TT y CC en pacientes con LDCBG.

¢ No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y

alélicas del SNP C3435T de pacientes con LDCBG y donadores sanos.

e Se determiné que no hay relacién entre el polimorfismo C3435T con la
respuesta a quimioterapia con R-CHOP y con variables clinicas, a excepcion
de subtipo, donde el genotipo CC se relacion6 con subtipo No Centro

Germinal.
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