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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL. 

El linfoma es una neoplasia de las células linfoides que representa 

aproximadamente el 4% de los nuevos casos de cáncer al año, con una 

incidencia en tendencia ascendente que supone cerca de 93 000 nuevos casos 

al año en Europa. (GLOBOCAN 2008 (IARC) Section of Cancer 

Information (23/8/2010)). A pesar de los avances en la quimioterapia de 

combinación con antraciclinas e incluyendo inmunoterapia con anticuerpos 

monoclonales (i.e antiCD20), existe aún un grupo significativo de pacientes (30-

40%), que permanece refractario a la terapia o falla precozmente a la misma. 

En este grupo de linfomas agresivos se incluye el Linfoma B Difuso de Célula 

Grande (LBDCG), que constituye el tipo más frecuente de Linfoma no Hodgkin 

(LNH) en adultos. La estimación del pronóstico de los pacientes con LBDCG 

tratados con quimioinmunoterapia se basa fundamentalmente en criterios 

clínicos. Sin embargo hay evidencia suficiente de que los rasgos biológicos de 

la neoplasia condicionan su conducta y pueden ser utilizados también para 

predecir el curso clínico post-tratamiento. 

El objetivo fundamental de la presente tesis doctoral es doble. Por un lado se 

pretende la identificación de marcadores biológicos de utilidad diagnóstica y 

pronóstica en Linfoma B Difuso de Célula Grande. Por otro lado se trabaja en la 

descripción de entidades clinicopatológicas concretas (i.e Linfoma 
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Plasmablástico y Linfoma B Difuso de Célula Grande asociado a EBV y edad 

avanzada).  

Para el primer fin se utilizan diversos métodos moleculares para la 

identificación inicial de estos marcadores (expresión de genes, expresión de 

microARNs), se generan herramientas para su detección en muestras 

biológicas diagnósticas (anticuerpos monoclonales contra dianas específicas, 

PCR cuantitativa para la medida de la expresión de microARNs) y se 

correlacionan los datos de expresión con variables clínicas (categoría 

diagnóstica y curso clínico) para determinar su aplicabilidad como marcadores 

diagnósticos y/o pronósticos. 

Se identifican 2 proteínas de interés diagnóstico y pronóstico en este tipo de 

linfomas, GCET1 y PRDM1/Blimp1. La expresión inmunohistoquimica de 

GCET1 se restringe a neoplasias linfoides de línea B que muestran un estadio 

de diferenciación centrogerminal, incluyéndose aquí: Linfoma B folicular, 

Linfoma de Hodgkin de tipo predominio Linfocitico Nodular, Linfoma B rico en 

células T e histiocitos, Linfoma de Burkitt y un subgrupo de Linfomas B de 

célula grande. Posteriormente se ha observado que la expresión de GCET1 

puede utilizarse en paneles diagnósticos para diferenciar las formas tipo GCB y 

tipo ABC de LBDCG. La expresión de PRDM1/Blimp1 se encuentra en 

neoplasias que muestran diferenciación terminal, entre ellas el linfoma 

plasmablástico y un subgrupo de pacientes con LBDCG que, tras ser tratados 

con R-CHOP, muestran un curso clínico particularmente agresivo.  

Adicionalmente, se describe la identificación de un perfil de microARNs con 

valor pronóstico generado en una serie retrospectiva de 259 pacientes con 
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Linfoma B Difuso de Células Grandes tratados de forma uniforme con la terapia 

estándar (R-CHOP). Para esto se ha cuantificado la expresión de un grupo  

seleccionado de estos microARNs mediante PCR cuantitativa a tiempo real a 

partir de ARN extraído de tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFIP), 

como el que se maneja en la rutina diagnóstica habitual en los laboratorios de 

anatomía patológica.  

Para el segundo fin se aplican los marcadores previamente identificados a 

series de muestras de pacientes que presentan dos tipos  de linfoma, el linfoma 

plasmablástico y el linfoma B difuso de célula grande asociado a EBV y edad 

avanzada. En estas series se realiza una caracterización fenotípica amplia de 

las muestras tumorales y una recogida selectiva de datos clínicos al 

diagnóstico y durante el seguimiento. Finalmente se realiza una correlación de 

los datos moleculares y biológicos con las características clínicas, con la idea 

de estratificar pacientes con diferente pronóstico y respuesta a la terapia que 

puedan recibir terapias alternativas a la estándar. 
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1.  Linfoma B Difuso de células Grandes. Definición.  

El Linfoma B Difuso de Célula Grande (LBDCG) es la forma más frecuente de 

linfoma no Hodgkin (LNH) en adultos y da cuenta de cerca del 80% de  los 

linfomas agresivos en este grupo de edad (5). Según la más reciente 

clasificación de la OMS, se define como una neoplasia linfoide de células B 

grandes (i.e el núcleo de una única célula neoplásica es al menos dos veces el 

de un linfocito normal o mayor que el núcleo de un macrófago) que infiltran de 

forma difusa el tejido (6). Este tipo de linfoma puede ocurrir en localizaciones 

ganglionares o extraganglionares. Existe una marcada heterogeneidad clínica y 

biológica en este grupo de neoplasias linfoides, de modo que se distinguen 

hasta 12 entidades clínico-patológicas para este subgrupo de LNH. 

La mayoría, sin embargo, no tienen características clínicas o patológicas 

específicas de modo que se recogen en la categoría de LBDCG B, NOS (de No 

Other Specified)(7). Las entidades clínico-patológicas se distinguen entre sí por 

la combinación particular de características clínicas, patológicas y biológicas-

moleculares. Algunas de estas entidades son relativamente infrecuentes (por 

ejemplo el linfoma B de células grandes ALK positivo, con menos de cien casos 

descritos en la literatura(8-14)) y afectan a un número limitado de pacientes. No 

obstante, se insiste en su identificación precisa para tratar de encontrar 

aproximaciones terapéuticas basadas en las alteraciones moleculares 

específicas de estas neoplasias (7). Así, el avance en la subclasificación 

molecular del LBDCG permitirá, en un futuro reciente, un abordaje terapéutico 

personalizado para casos con diferentes alteraciones genéticas, de modo que 
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es esperable una incorporación gradual de esta subclasificación molecular del 

LBDCG al proceso diagnóstico clínico. 

2. Heterogeneidad clínica del LBDCG.  

En general, el LBDCG es una enfermedad agresiva pero potencialmente 

curable con quimioterapia de combinación. El porcentaje medio de pacientes 

que alcanzan Remisión completa (RC) tras el tratamiento de primera línea 

estándar que combina antraciclinas (régimen tipo CHOP (ciclofosfamida, 

doxorubicina, vincristina y prednisona) con anti CD20 (Rituximab) es cercano al 

75-80% y se observan supervivencias libres de progresión (PFS) próximas al 

60%, con pequeñas variaciones según las series(15-19).  

Sin embargo, esta neoplasia muestra una conducta clínica heterogénea con 

gran variabilidad en la respuesta a las terapias convencionales, asociada a 

factores de riesgo clínico. Se reconocen como factores de riesgo clínico 

independientes: el estadio Ann Arbor (I a IV, de riesgo si es superior a II), la 

presencia de enfermedad voluminosa (bulky, >10 cm), la elevación de lactato 

deshidrogenasa (LDH) en suero, edad mayor de 60 años y situación funcional  

o Performance Status/ECOG ≥2. De éstos, es crítico en la decisión terapéutica 

el estadiaje, que identifica si se trata de enfermedad localizada o diseminada y 

si hay presencia de masa voluminosa. Las herramientas utilizadas en el 

estadiaje de los pacientes incluyen la realización de TAC toracoabdominal, 

biopsia de médula ósea y tomografía por emisión de positrones combinada con 

tomografía axial computerizada (TEP-TAC) evaluado según los criterios de 

respuesta estandarizados por el International Working Group (IWG) (20). 
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En función de estos factores de riesgo clínico, se diseña la conducta 

terapéutica óptima (21) y se pueden calcular índices pronósticos con las 

terapias estándar como el índice Pronóstico Internacional (IPI)(16, 22).  

2a. Modelos clinicos pronósticos. 

El Indice Pronóstico Internacional ha sido la herramienta clínica fundamental en 

las últimas décadas en la prediccion del riesgo clínico en pacientes con LBDCG 

(22). Basado en cinco características clínicas (edad, estadio tumoral, 

concentración de lactato deshidrogenasa en suero (LDH), situación funcional 

(ECOG (Eastern Cooperative Group) o PS (Performance Status)) y número de 

localizaciones extraganglionares afectas) el IPI ha sido capaz de discriminar 

cuatro grupos clínicos discretos con diferente supervivencia global a los 5 años 

en pacientes tratados con quimioterapia basada en antraciclinas, sin 

inmunoterapia.  Tras la introducción de inmunoterapia de combinación con 

Rituximab, la respuesta global de los pacientes con LBDCG a la terapia con 

Rituximab ha mejorado notablemente, encontrándose que bajo este esquema 

terapéutico,   las tasas de supervivencia global oscilan entre el 94 % para los 

pacientes de bajo riesgo hasta el 55% para los pacientes de riesgo 

elevado(16). Esta subclasificación (IPI-revisado), basada exclusivamente en 

parámetros de ámbito clínico, sin embargo, no permite identificar pacientes con 

menos de un 50% de probabilidades de supervivencia, por lo que se restringe 

su valor en la identificación de candidatos a terapias alternativas a las 

convencionales. Recientemente, con la intención de mejorar este aspecto 

negativo se ha desarrollado un nuevo índice pronóstico (NCCN-IPI) que, 

teniendo en cuenta 5 parámetros clínicos (edad, LDH, sitios afectos, estadio 
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Ann Arbor y ECOG) discrimina con mayor precisión entre los grupos de bajo y 

alto riesgo (supervivencias globales a los 5 años de 96% frente a 33%, 

respectivamente). Este índice compara favorablemente con el IPI en la única 

serie analizada (supervivencias globales a los 5 años de 90% frente a 54%, 

para los grupos de bajo y alto riesgo)(23). 

Adicionalmente, a pesar de la mejora de la supervivencia obtenida con los 

protocolos terapéuticos más actuales incluyendo inmunoterapia con Rituximab, 

un 30-40% de pacientes tratados con las terapias de primera línea con 

combinación R-CHOP o equivalentes presentarán recaída o progresión de la 

enfermedad. (15, 16, 24-27).  

Este hecho, (i.e. la insuficiencia de los modelos basados en parámetros clínicos 

para la identificación precoz de pacientes refractarios o con mal pronóstico) 

estimula la búsqueda de otros marcadores, donde se incluyen los biológicos de 

la propia neoplasia, que permitan captar la naturaleza agresiva de estas 

neoplasias. Idealmente estos marcadores deberían ser capaces de predecir la 

respuesta a la terapia, más allá de tener un valor meramente pronóstico de 

supervivencia global o libre de progresión. 

2b. Opciones terapeuticas. 

La quimioterapia de combinación basada en antraciclinas con CHOP 

(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) ha trasformado el 

LBDCG de una neoplasia fatal en una enfermedad potencialmente curable y ha 

sido la terapia de elección durante las últimas décadas (16). Recientemente, la 

introducción de inmunoterapia de combinación con el anticuerpo monoclonal 
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antiCD20, Rituximab ha conducido a una marcada mejoría de la supervivencia, 

como es evidente en varias poblaciones seleccionadas y no seleccionadas de 

pacientes (15, 19, 25, 26). A pesar de esta mejora en el pronóstico a largo 

plazo, aquellos pacientes que no responden a la terapia de primera línea o 

recaen precozmente siguen suponiendo un reto terapéutico. En este sentido, la 

identificacion al diagnóstico de estos casos con mala respuesta es crucial 

cuando se plantean esquemas terapéuticos alternativos. Estos esquemas 

terapéuticos alternativos se han basado tradicionalmente en una intensificación 

de dosis con combinaciones habituales (por ejemplo con regímenes de tipo 

EPOCH-R(28)) o bien en intensificación y protocolos de autotrasplante de 

médula ósea (MO) (por ejemplo R-ACVBP+HDT-ASCT(29). Así, los pacientes 

jóvenes con IPI ajustado a la edad intermedio-alto o alto son los mejores 

candidatos para recibir terapias alternativas a R-CHOP-21(30). Otros factores 

de riesgo que se pueden utilizar para identificar pacientes para el uso de 

terapias con intensificación de dosis son la enfermedad bulky, la positividad del 

interim TEP y, de forma relevante, los perfiles moleculares(31, 32). 

Adicionalmente a las terapias basadas en intensificación de dosis y/o trasplante 

autólogo de médula ósea, recientemente se está desarrollando el campo de las 

terapias dirigidas contra vías moleculares desreguladas en neoplasias linfoides. 

Estas nuevas terapias, actualmente en fase de ensayo clínico, toman ventaja 

del conocimiento de las características moleculares de los linfomas (véase 

clasificación molecular del LBDCG, más adelante) y tratan de inhibir vías 

moleculares desreguladas como consecuencia de múltiples alteraciones 

genéticas, como las vías de NFkB, JAK/STAT y BCR. Así, una línea de avance 
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actual en el tratamiento del LBDCG es  el uso de fármacos inhibidores de vías 

recurrentemente mutadas como por ejemplo los inhibidores de BTK (ibrutinib) 

en pacientes con LBDCG refractario de tipo ABC(33, 34). 

3. Caracterizacion clínicopatologica del LBDCG. 

3a. Clasificacion del LBDCG según la OMS. 

El LBDCG es un tipo de LNH cuyo diagnóstico se basa en la combinación de 

criterios clínicos, morfológicos, fenotípicos y moleculares. Se define en la 

vigente clasificacion de la OMS (5) como una neoplasia linfoide de fenotipo B 

compuesta por células de tamaño grande (i.e el núcleo de una única célula 

neoplásica es el menos dos veces el de un linfocito normal o mayor que el 

núcleo de un macrófago), que infiltra de forma difusa el tejido. 

Se distinguen hasta 12 entidades clínico-patológicas para este tipo de LNH, en 

función de sus particularidades clínicas, patológicas y biológicas (Tabla 1). 

Algunas de estas entidades tienen carácter provisional en la clasificación 

vigente de la OMS, debido en parte a la escasa evidencia acumulada sobre sus 

características clinicopatológicas. Este es el caso del Linfoma B difuso de 

células grandes asociado a EBV y edad avanzada. Este tipo de linfoma, 

inicialmente descrito como desorden linfoproliferativo B asociado a EBV y 

senilidad(35) se considera en parte consecuencia del deterioro inmunológico 

asociado con la edad avanzada y supone del 8 al 10% de los casos de LBDCG 

en pacientes del este de Asia, sin inmunodeficiencia previa(36, 37). Sin 

embargo la evidencia disponible sobre su incidencia y características clínicas, 

patológicas y fenotípicas en nuestro medio es limitada(38, 39). 
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La mayoría de los casos de LBDCG, sin embargo, no tienen características 

clínicas o patológicas específicas de modo que se recogen en la categoría de 

LBDCG B, NOS (de No Other Specified)(7). 

Para el LBDCG NOS se reconocen tres subtipos morfológicos principales 

según la morfología del núcleo celular: el tipo centroblástico (núcleo de 

contornos más irregulares, cromatina grumosa, multiples pequeños nucleolos), 

inmunoblastico (núcleo vesiculoso con nucleolo unico prominente) o anaplásico 

(núcleo grande de contornos irregulares y morfología bizarra, forma arriñonada 

o en donut, nucleolo habitualmente prominente). Los diferentes subtipos 

morfológicos (centroblástico, inmunoblastico, anaplásico), actualmente no se 

diagnostican de forma reproducible entre patólogos y su significación clínica es 

imprecisa(40, 41). Por otro lado la estrategia terapéutica para estos subtipos 

morfológicos es equivalente y las diferencias en pronóstico clínico, 

controvertidas(40, 41).  

En un intento de refinar la clasificación morfológica del LBDCG NOS se han 

identificado 2 subgrupos definidos molecularmente en función del perfil de 

expresión génica (tipo centro germinal (GCB de Germinal Center B cell-like) o 

activado (ABC, de Activated B cell-like)) y 3 subgrupos definidos por el perfil de 

expresión proteica mediante inmunohistoquímica (tipo centro germinal o GCB, 

tipo no-centro germinal o no-GCB y LBDCG CD5 positivo). 
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TABLA 1: 

Linfoma B difuso de célula grande (LBDCG), NOS. 

Linfoma B rico en células T e histiocitos. 

Linfoma B difuso de célula grande primario del SNC. 

Linfoma B difuso de célula grande primario cutáneo de tipo pierna. 

Linfoma B difuso de célula grande asociado con EBV y edad avanzada. 

Linfoma B difuso de célula grande asociado con inflamación crónica. 

Granulomatosis linfomatoide. 

Linfoma B de célula grande primario mediastínico (tímico). 

Linfoma B de célula grande intravascular. 

Linfoma B de célula grande ALK positivo. 

Linfoma plasmablástico. 

Linfoma B  de célula grande en el contexto de enfermedad de castleman 

multicéntrico HHV-8 positivo. 

Linfoma primario de cavidades. 

Linfoma de Burkitt. 

Linfoma B inclasificable con rasgos intermedios entre Linfoma de Burkitt y 

Linfoma B Difuso de célula grande. 

Linfoma B inclasificable con rasgos intermedios entre Linfoma de Hodgkin y 

Linfoma B Difuso de célula grande. 
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3b.Clasificacion basada en perfiles de expresión génica.  

Aunque la clasificación clinicopatológica de la OMS provee una orientación 

pronóstica discreta en determinados subtipos de LBDCG (Linfoma B de célula 

grande primario mediastínico, linfoma B rico en células T e histiocitos, Linfoma 

plasmablástico, Linfoma B  de célula grande en el contexto de enfermedad de 

Castleman multicéntrico HHV-8 positivo, Linfoma primario de cavidades, 

Linfoma B de célula grande ALK positivo, Linfoma de Burkitt,  Linfoma B difuso 

de célula grande primario del SNC, Linfoma B difuso de célula grande primario 

cutáneo de tipo “pierna”), el grupo más extenso de LBDCG NOS muestra una 

heterogeneidad clínica que precisa de análisis más finos para su 

subclasificación. 

La aparición de las tecnologías de análisis masivo de la expresión del ADN 

supuso un avance notable en este objetivo (42).  Así, dos sistemas de 

clasificación complementarios permiten una subdivisión más fina de la entidad, 

basándose en el análisis del trascriptoma o grupo de transcritos (ARN 

mensajero) presentes en una célula en un momento concreto de diferenciación.  

El primero de ellos, decrito por Alizadeh y colaboradores en 2000 (43) 

subdivide el LBDCG en dos grandes grupos, GCB y ABC basado en las 

semejanzas en la expresión de 375 genes entre las células tumorales y las 

células B in vitro. El primer grupo, GCB (Germinal Center B cell-like) muestra 

un perfil de expresión génica similar al de las células B normales que se 

encuentran en este estado de diferenciación, que se refleja también en 

procesos funcionales característicos de la reacción del centro germinal como la 

mutación somática persistente, que también ocurre en  este subtipo de LBDCG 
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y no en el ABC (44). Genes relevantes en este fenotipo son BCL6, CD10, 

LMO2, GCET1, GCET2, JAW-LRMP  y son los que componen la firma del 

LBDCG tipo CGB(45). Entre estos, BCL6, GCET1 y GCET2 son los que mayor 

poder discriminatorio tienen al diferenciar el LBDCG tipo GCB de los otros 

subgrupos moleculares (46). El segundo grupo ABC,  (Activated B Cell-like) 

muestra un patrón de expresión similar al de la célula B activada in vitro tras 

estímulo de CD40 y BCR con antiIgM, IL-4 y/o CD40 ligando. Genes relevantes 

en este fenotipo son MUM1/IRF4, FOXP1, PIM1, entre otros(45). Modelos 

subsiguientes que incluyen una selección reducida de genes generan tres 

grupos moleculares de LBDCG, los de tipo GCB, ABC y los tipo 3 o 

inclasificables (~10%  de los casos) (45, 46). 

La ventaja del modelo, aparte de identificar genes específicos relevantes para 

cada subgrupo molecular de LBDCG es que existen diferencias pronósticas 

significativas entre los dos subgrupos principales, de modo que los casos de 

LBDCG tipo CGB tienen supervivencias más prologadas a largo plazo al 

compararlos con los de tipo ABC. Estas diferencias son independientes de las 

variables clínicas contenidas en el IPI (43) demostrando que la disección 

molecular es capaz de añadir información a la predicción basada en rasgos 

clínicos. A partir de este sistema se han desarrollado varios modelos de 

predicción pronóstica basados en la expresión de  grupos seleccionados de 

estos genes que contienen 100(46), 27(45), 15(47) o incluso 6 genes (48).  

Este sistema de clasificación basado en los perfiles de expresión, de 

demostrada utilidad en la era pre Rituximab, se ha validado recientemente en 

series de pacientes que reciben una combinación de inmunoterapia con 
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antraciclinas, tanto en estudios de expresión masiva(49-52) como en los 

modelos paucigene con una selección de genes (47, 53). 

El segundo modelo de clasificación basado en los perfiles de expresión aporta 

información relevante de las vías funcionales desreguladas en LBDCG(54). El 

análisis de perfiles de expresión génica basado en grupos reproducibles 

identificó tres grupos de tumores complementarios a la clasificación 

previamente descrita GCB-ABC. Estos grupos de consenso ( de consensus 

clusters) se denominaron Ox-Phos (de fosforilación oxidativa), BCR (de 

receptor de células B y proliferación) y HR (de respuesta inmune (host 

response)(54). El grupo Ox-Phos muestra un incremento en la expresión de 

genes relacionados con la función mitocondrial, transporte de electrones, 

apoptosis y proteosoma. Los casos de LBDCG con la firma de HR tienen un 

denso infiltrado inflamatorio acompañante de células T y dendríticas semejante 

a la entidad reconocida como Linfoma B rico en células T e histiocitos. Los 

LBDCG con esta firma molecular comparten además con la variante de 

Linfoma B rico en células T e histiocitos características clínicas como la edad 

(pacientes jóvenes) y la infiltración de hígado, bazo y médula ósea(54). Los 

tumores del grupo BCR tienen una expresión aumentada de genes reguladores 

de ciclo celular, reparación del ADN, componentes de la vía de señalización del 

receptor de células B y factores de transcripción específicos de células B como 

BCL6. Estudios recientes indican que los LBDCG con esta firma génica son 

especialmente dependientes de señalización tónica desde BCR por lo que son 

candidatos a inhibición farmacológica de esta vía(55, 56).  
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3c. Modelos de expresion inmunohistoquimica. Correlacion 

imperfecta con los perfiles de expresión génica. 

La clasificación molecular del LBDCG en los subtipos GCB y ABC es 

reproducible en la rutina diagnóstica habitual midiendo la expresión proteica 

mediante inmunohistoquímica de una selección de los genes contenidos en 

estos perfiles de expresión. Así se han desarrollado toda una serie de 

algoritmos para la valoración de la expresión inmunohistoquímica de estas 

proteínas que muestran un grado variable de concordancia con los sistemas de 

clasificación basados en el perfil de expresión génica (Tabla 2). El primer 

algoritmo descrito por Hans y colaboradores(57) utiliza tres marcadores de IHQ 

(CD10, BCL6 y MUM1) y tiene una concordancia con el perfil de expresión 

génica (PEG) del 86%. Así los algoritmos más recientes (Choi y Visco-Young) 

alcanzan grados de concordancia con el análisis de PEG próximos al 90%(52, 

58, 59). Estos algoritmos se utilizan actualmente como un surrogado imperfecto 

pero factible del análisis de expresión génica y su impacto pronóstico se ha 

validado en series independientes de pacientes tratados con R-CHOP(2, 52, 

59). 
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TABLA 2 

 

3d. Otros marcadores inmunohistoquímicos y su utilidad en 

la clasificación diagnóstica del LBDCG. 

Determinadas entidades clínico-patológicas dentro del espectro del LBDCG 

muestran un fenotipo característico. Este es el caso del linfoma plasmablástico. 

Este subtipo de Linfoma B se considera una entidad clinicopatológica 

específica en la actual clasificación de la OMS, debido a sus peculiares rasgos 

clínico-patológicos(6, 7). Desde el punto de vista fenotípico se caracteriza por 

mostrar un fenotipo semejante al de las células plasmáticas, con pérdida de 

marcadores de línea B como CD20 y PAX5 y adquisición de marcadores de 

diferenciación terminal como CD138, CD38 e IRF4/MUM1(6, 60). El inicio de 

esta diferenciación terminal en células B normales está finamente regulado por 

el eje PAX5-PRDM1/Blimp1, de modo que la sobreexpresión de la proteína 

PRDM1/Blimp1 inicia el programa de diferenciación plasmocelular(61, 62). La 

Salles y cols. Blood 2011

1514 (RCHOP 347p, CHOP 289p, 

Early CHOP 878p) (multicéntrica 

procedente de EECC)

Hans, BCL2, 

Ki67, HLA-DR, 

CD5

ns OS en R-CHOP, ni CHOP, 

sólo significativo en Early CHOP

Indice combinado 

BCL2+Ki67+IPI 

Morfología inmunoblástica con 

efecto pronóstico.

Efecto pronóstico sólo de PEG

Montes-Moreno y cols. Blood 2011

240 (R-CHOP y CHOP-like) 

(multicentrica, retrospectiva) Choi

Comentarios

84 (CHOP) + 63 (R-CHOP)           

(multicentrica, retrospectiva)

262 R-CHOP y CHOP-like, 

(multicéntrica, retrospectiva)

179 (CHOP) + 173 (R-CHOP), 

multicentrica. Ensayo clínico 

RICOVER 60

157 (R-CHOP) (multicentrica, 

retrospectiva)

Hans y Choi

Hans, Choi, 

Muris, Nyman, 

Natkunam, Tally

Hans

PUBLICACIÓN

NUMERO DE PACIENTES Y TIPO 

DE SERIE

ALGORITMO/S 

UTILIZADO/S IMPACTO CLINICO

Hans, Choi, 

Muris, Colomo, 

Tally

Ott y cols. Blood 2010

Gutierrez-García y cols. Blood 2011

ns OS, EFS. 

ns OS, PFS.  PEG pronóstico.

Choi y cols. CCR 2009

GCB (81% vivos a los 2 años) vs 

ABC (69%) p <0.05. 

miRNAs predictores de OS y 

PFS. Score de riesgo 

combinado con IPI

93% concordancia con PEG

Choi y Tally, mayor 

concordancia con GEP (87% y 

93% respectivamente).Meyer y cols. JCO 2010

GCB (87% vivos a los 3 a) vs 

ABC (44%) p < 0.001.  PEG 

pronóstico.

 Todos los algoritmos con efecto 

pronóstico (Choi y Tally mejor 

concordancia/impacto 

pronóstico).  PEG pronóstico.

Visco y cols. Leukemia 2012

1049 (475, RCHOP, "training set", 

574 RCHOP y CHOP only, 

"validation set")

Hans, Choi, 

Visco-Young

OS, PFS, Hans, Choi y Visco-

Young pronósticos. PEG 

pronóstico.

Visco-Young 3 marcadores, 

92,6% concordancia con PEG.

Hans y cols. Blood 2004

152 (CHOP, CHOP-like) 

(multicéntrica, retrospectiva) Hans

GCB (76% vivos a los 5 a) VS 

non-GCB (34%), p< 0.001.  PEG 

pronóstico.
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sobreexpresión de PRDM1/Blimp1 en neoplasias linfoides de fenotipo B se 

asocia, de forma análoga a las células B normales,  con diferenciación 

plasmocelular y se encuentra en casos de mieloma múltiple, plasmocitoma, 

linfoma B linfoplasmacítico y linfomas plasmablásticos(63). De forma semejante 

a PRDM1/Blimp1, XBP1 es un factor de transcripción esencial para la 

diferenciación plasmocelular y puede actuar de forma secuencial o 

independiente a PRDM1/Blimp1 en la inducción de este fenotipo(64, 65). La 

expresión de XBP1 se ha verificado en tejidos de neoplasias de células 

plasmáticas, linfomas plasmablásticos y un subgrupo de Linfomas B de células 

grandes por dos grupos de investigación independientes(66, 67). La expresión 

de estas proteínas relacionadas con un estado de diferenciación específico 

puede ser de utilidad en la subclasificación diagnóstica de neoplasias linfoides, 

que se basa, en parte, en el estado de diferenciación o fenotipo de la célula 

neoplásica en referencia al patrón de diferenciación de las células B 

normales(6, 7).      

4. Identificación de nuevos marcadores moleculares a partir de 

estudios de expresion. Perfiles de expresión de microARNs.  

Los perfiles de expresión de genes codificantes han ampliado las posibilidades 

de clasificación del LBDCG  y actualmente la clasificación de la OMS reconoce 

las variantes moleculares GCB y ABC. Existen otros tipos de ácidos 

ribonucleicos (ARN), en este caso no codificantes, denominados microARNs  

cuyo perfil de expresión puede ser potencialmente utilizado en la 

subclasificación de las neoplasias linfoides. 
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4a. microARNs. Definición, estructura y función. 

Los microARNs son una clase de ARNs cortos (de aproximadamente 22 

nucleótidos) que modulan la expresión génica, alterando la traducción o 

induciendo la degradación del ARN mensajero mediante su unión a la región 

3´no codificante (3ÚTR) del ARNm diana(68). Se estima que los microARNS 

regulan del 10 al 30% de los genes codificantes de proteínas y se han 

identificado en torno a 1000 especies diferentes de microARNs en células B de 

humanos(69). Así, la expresión de este tipo de ARNs no codificantes es ubicua 

en las diferentes especies de mamíferos y otros tipos celulares y estudios 

posteriores han demostrado la existencia de microARNs específicos de tipo 

celular y/o estado de diferenciación, sugiriendo cierta especificidad de tejido en 

la regulación de la expresión de estos microARNs(70-72).  

4b. microARNs en neoplasias linfoides. 

La relación del perfil de expresión de microARNs con diferentes fases de 

maduración de la célula B normal ha sido bien establecida. Por ejemplo, el 

miR-150 se encontró inicialmente en células B maduras, donde regula la 

expresión de genes relacionados con diferenciación linfoide B como C-

MYB(73). Otros microARNs como miR-223 están sobreexpresados en los 

estadios de célula B naive y de memoria, en comparación con las células B del 

centro germinal. La expresión de miR-223 en células naive inhibe la expresión 

de factores de transcripción que habitualmente se expresan a altos niveles en 

la células B centrogerminal normal como LMO2(74).  

Esta relación entre la expresión de microARNs y estadios de diferenciación 

específicos se reproduce parcialmente en las neoplasias linfoides de modo que 
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se encuentran grupos de miRNAs diferencialmente expresados entre distintos 

subtipos moleculares de LBDCG como el GCB y el ABC, en estudios realizados 

en líneas celulares(75). Así los microARNs son marcadores de diferenciación 

celular. 

Además de su papel en diferenciación celular se ha encontrado que 

microARNs específicos tienen un papel oncogénico en neoplasias linfoides. 

Así, el miR-155, producto del gen BIC, se sobreexpresa en varios tipos de 

neoplasias linfoides B (linfoma de Hodgkin y linfomas B de célula grande) y su 

expresión transgénica en ratones provoca neoplasias linfoides B(76). Otro 

ejemplo lo constituye el oncomir-21 cuya sobreexpresión en ratones 

transgénicos conduce a una neoplasia linfoide de fenotipo pre-B dependiente 

de la sobreexpresión mantenida de miR-21(77). Así, algunos miRNAs se 

convierten en dianas terapéuticas cuya inhibición farmacológica podría 

controlar la proliferación neoplásica. 

 

II HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

A pesar de los avances en la quimioterapia de combinación con antraciclinas e 

incluyendo inmunoterapia con anticuerpos monoclonales (i.e antiCD20), existe 

aún un grupo significativo de pacientes (30-40%) con LBDCG, que permanece 

refractario a la terapia o falla precozmente a la misma(15, 16). La estimación 

del pronóstico de estos pacientes tratados con quimioinmunoterapia se basa 

fundamentalmente en criterios clínicos. Sin embargo hay evidencia suficiente 
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de que los rasgos biológicos de la neoplasia condicionan su conducta y pueden 

ser utilizados también para predecir el curso clínico post-tratamiento.  

La hipótesis de esta tesis doctoral es que la expresión de determinados 

marcadores biológicos en las muestras tumorales de Linfoma B Difuso de 

célula grande tiene un impacto en la conducta biológica de estas neoplasias y, 

por consiguiente, en el pronóstico clínico de los pacientes, en relación con 

supervivencia global y respuesta a la terapia habitual. 

El objetivo fundamental de la presente tesis doctoral es doble. Por un lado se 

pretende la identificación de marcadores biologicos de utilidad diagnóstica y 

pronóstica en Linfoma B Difuso de Células Grandes. Por otro lado se trabaja en 

la descripción de entidades clinicopatológicas concretas (i.e Linfoma 

Plasmablástico y Linfoma B Difuso de Célula Grande asociado a EBV y edad 

avanzada).  

 

III RESULTADOS  

Los resultados de esta investigación han sido publicados en cuatro originales 

en revistas de ámbito internacional. Se adjuntan con este documento(1-4) y se 

exponen a continuación. 

GCET-1 es un marcador restringido a un subgrupo de linfomas B 

derivados del centro germinal. (de “Gcet1 (centerin), a highly restricted 

marker for a subset of germinal center-derived lymphomas”)(1) 



25 

 

GCET-1 (SERPINA9) se sobreexpresa en muestras de linfoma B Folicular 

en comparación con muestras de hiperplasia linfoide B reactiva. 

Los datos de expresión de cDNA mediante microarrays de 33 muestras de 

Linfoma Folicular (LF) mostraron una sobreexpresión del ARNm de GCET1 de 

2.21 veces mayor en comparación con 3 muestras de ganglio linfático reactivo 

(Figura 1). Con la excepción de las subunidades de histonas la expresión de 

GCET1 fue, en números absolutos, la mayor de todos los genes incluidos en 

esta firma molecular de linfoma folicular, mayor incluso que la de otros genes 

asociados con un fenotipo centrogerminal como CD10 (MME).  
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Figura 1: Firma molecular del linfoma B folicular. Imagen mostrando el perfil de 

expresión génica de 33 casos de linfoma folicular normalizados con 3 casos de hiperplasia 

linfoide reactiva ganglionar. El color rojo denota un nivel de expresión alto del gen en 

comparación con el tejido normal; el color azul índica un nivel de expresión bajo. Con la 

excepción de las subunidades de histonas, GCET1 (SERPINA9) se expresa en números 

absolutos más que el resto de genes de esta firma molecular, incluidos genes relacionados con 

el estado centrogerminal establecidos como MME (CD10) y BCL6 (no mostrado), asi como 

nuevos marcadores centrogerminales como KLHL6 y DTX1(78). 

La proteína GCET1 se expresa en células B del centro germinal y 

neoplasias linfoides relacionadas. 

Tras la generación de un anticuerpo monoclonal específico (anti-GCET1 moAb) 

de la proteína derivada del gen GCET1 (véase material y métodos en original 

de referencia(2)) se procede a la caracterización de la expresión en tejidos 

linfoides normales y patológicos fijados en formol e incluidos en parafina 

(FFIP). La proteína GCET1 se expresa en tejido linfoide, específicamente en 

células B del centro germinal. Se encuentra en los centros germinales de la 

amígdala palatina, ganglio linfático y pulpa blanca esplénica. No se observó 

expresión en el timo normal o en otros tejidos fetales o adultos estudiados. En 

las células B del centro germinal la proteína GCET1 se identifica en el 

citoplasma de la célula, con un patrón granular y frecuentemente con un halo 

perinuclear o punto (tinción de Golgi). En el centro germinal identifica 

centroblastos (células grandes no hendidas) y centrocitos grandes (células 

grandes hendidas) pero no centrocitos pequeños (células pequeñas hendidas) 

u otras células accesorias. No se observa una clara diferencia en la expresión 

al comparar la zona oscura (con alta fracción proliferativa) con la zona clara del 
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centro germinal. Sólo de forma excepcional se identificaron aisladas células 

grandes en la zona del manto, positivas con anti-GCET1. Al comparar la tinción 

de GCET1 con la inmunotinción para BCL6 y CD10 en casos de hiperplasia 

folicular linfoide reactiva se observa que anti-GCET1 identifica una 

subpoblación de células positivas para CD10 y BCL6. Utilizando una técnica de 

doble tinción con inmunofluorescencia indirecta e inmunoperoxidasa se 

observa que GCET1 se expresa en una amplia mayoría de células positivas 

para BCL6. Sin embargo algunas células BCL6 positivas son negativas con 

anti-GCET1. La doble inmunotinción con antiGCET1 y un marcador de 

proliferación (Ki-67) demostró que todas las células GCET1 positivas están en 

fase proliferativa, mientras que unas pocas células proliferantes no expresan 

GCET1. La tinción doble inmunoenzimática con GCET1 y MUM1/IRF4 

demostró un patrón mutuamente excluyente con una minoría de células 

positivas para ambos marcadores (dobles positivas GCET1-MUM1/IRF4) 

(véase figura 2). 
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Figura 2. Validación de GCET1 y caracterización en folículos linfoides 

reactivos. 

(A, B) Preparaciones de citocentrífuga con células HEK transfectadas. La línea celular HEK 

transfectada con ADNc de GCET1 muestra una tinción específica con el monoclonal 

antiGCET1 (clon RAM). Sin embargo, la misma línea con el ADNc de GCET2 es negativa con 

el monoclonal antiGCET1. (C-F) Doble inmunofluorescencia combinada con tinción enzimática 

en folículos reactivos. GCET1 se expresa en una proporción amplia de células positivas para 

BCL6 mientras que una minoría de células positivas para BCL6 fueron negativas para GCET1 

(C-D). La doble inmunotinción para GCET1 y Ki67 demostró que todas las células GCET1 

positivas expresan Ki67 mientras que una minoría de células positivas con Ki67 eran negativas 

con GCET1 (E-F). (G-H) La inmunotinción del folículo reactivo con el monoclonal antiGCET1 

está restringida a células B del centro germinal. Se observa una tinción citoplásmica y granular 

en centroblastos y centrocitos grandes pero no en centrocitos pequeños. (I-K). Se muestra el 

mismo centrogerminal teñido con anticuerpos frente a GCET1, BCL6 y CD10. El monoclonal 

frente a GCET1 muestra un patrón de tinción heterogéneo, identificando una subpoblación de 

células que coexpresan CD10 y BCL6. (L) La doble tinción inmunoenzimática con GCET1 (rojo) 

y MUM1/IRF4 (marrón) demuestra una subpoblación minoritaria de células que coexpresan 

GCET1 y MUM1/IRF4 (flechas rojas). Las flechas azules y verdes identifican células positivas 

sólo para GCET11 y MUM1/IRF4, respectivamente. 

La expresión de GCET1 se testó en muestras de 369 pacientes con linfoma. 

Los resultados se resumen en la tabla 3. GCET1 se expresa en un gran 

número de neoplasias linfoides B, especialmente en aquellas que derivan de 

células B del centro germinal (82 de 89 (92%) linfomas B foliculares y 7 de 19 

(37%) linfomas de células de Burkitt (LB). Algunos LF mostraban aisladas 

células positivas para GCET1. Las células positivas se encontraron en los 

centros germinales neoplásicos y en la zona marginal, mientras que las células 

B interfoliculares fueron usualmente negativas (figura 3). En los casos de LB 
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positivos la tinción fue citoplásmica y difusa (en la mayoría de las células 

neoplásicas). Sin embargo algunos casos de LF y LB fueron negativos. 

Ninguno de los otros linfomas B de célula pequeña testados (leucemia/linfoma 

linfocitico, 20 casos, linfoma de la zona marginal esplénico, 19 casos, linfoma 

del manto, 19 casos) mostraron positividad para GCET1 excepto aislados 

centros germinales reactivos rodeados por la neoplasia. 

Aproximadamente la mitad de los casos de Linfoma B de célula grande (34 de 

72, 47%) fueron positivos para GCET1. En el 40% de los casos positivos la 

tinción fue difusa e intensa en más del 50% de la celularidad neoplásica. Sin 

embargo en el 60% de los casos la tinción fue heterogénea, con una población 

de células positivas menor del 50% de la celularidad neoplásica (figura 3). Al 

subclasificar los casos de LBDCG en los subtipos GCB y no-GCB según el 

algoritmo de Hans y cols(57) se observó que los casos de tipo GCB son más 

frecuentemente positivos (GCB: 21 de 31 positivos, 68%, no-GCB: 3 de 21 

positivos, 14%) aunque la concordancia no es perfecta. 

Más de la mitad de los casos (7 de 13 casos, 54%) de linfoma B rico en células 

T e histiocitos fueron positivos para GCET1. En estos casos la tinción fue 

intensa y selectiva de las células neoplásicas grandes. En los casos de Linfoma 

de Hodgkin, GCET1 reconoció prácticamente todos los casos de linfoma de 

Hodgkin de tipo predominio linfocítico nodular (38 de 40 casos, 95%), un 

subgrupo de linfomas de Hodgkin de tipo rico en linfocitos (2 de 15 casos, 13%) 

pero ningún caso de los del tipo esclerosis nodular o celularidad mixta (56 

casos en total). En los casos de linfoma de Hodgkin de tipo predominio 

linfocítico nodular la tinción fue intensa y específica de las células de tipo PL 
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(Predominio Linfocítico, anteriormente conocidas como LH). Se identificaron 

aislados blastos B positivos para GCET1. Ninguno de los 18 casos de Linfoma 

T periférico NOS evaluados fue positivo con antiGCET1. 

TABLA 3. Expresión inmunohistoquímica de GCET1 en los 
principales tipos de linfoma. 

 

DIAGNÓSTICO 
 

Número de 
casos 

estudiados 
GCET1+ (%) Comentarios 

 

Linfomas de células B 
   

Leucemia linfocítica crónica/ 
linfoma linfocítico (LLC/LLP) 

20 0 (0%)  

Linfoma esplénico de la zona 
marginal (LSZM) 

8 0 (0%)  

Linfoma de células del manto 
clásico (LCM) 

19 0 (0%)  

Linfoma de Burkitt (LB) 19 7 (37%)  

Linfoma folicular (LF) 89 82 (92%)  

Linfoma B Difuso de células 
grandes (LBDCG) 

72 34 (47%) 
GCB: 21/31+; NO-GCB: 

3/21+. 

Linfoma B rico en células T e 
histiocitos 

13 7 (54%)  

Linfoma de Hodgkin    

Linfoma de Hodgkin, 
predominio linfocítico nodular 
(LHPLN) 

40 38 (95%)  

Linfoma de Hodgkin clásico 
rico en linfocitos (LHCRL) 

15 2 (13%)  

Otros linfomas de Hodgkin 
clásico (celularidad mixta y 
esclerosis nodular))  

56 0 (0%)  

Linfoma de células T    

Linfoma T periférico (LTP) 
NOS 

 

 

          18 

 

     0 (0%) 
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Figura 3. Expresión inmunohistoquímica de GCET1 en los principales tipos de 

Linfoma B. 

(A-D) Expresión de GCET11 en linfoma folicular. Las células positivas se localizan en el centro 

germinal (A), asi como en áreas de diferenciación marginal (B) y áreas difusas (C). A mayor 

aumento (D) se identifica un patrón de tinción difuso y heterogéneo en la población neoplásica. 

(E,F) Expresión de GCET1 en linfoma de Burkitt. En los casos de linfoma de Burkitt positivos 

para GCET1 la tinción es difusa con una localización citoplásmica característica (E). Sin 

embargo algunos casos de LB fueron negativos (F). (G, H) Expresión de GCET1 en LBDCG. (I) 

Expresión de GCET1 en Linfoma B rico en células T e histiocitos. En los casos positivos 

GCET1 tiñe selectivamente las células neoplásicas. El patrón de tinción es semejante al 

observado en linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocítico nodular (J) y en los casos 

positivos de linfoma de Hodgkin clásico rico en linfocitos (K). Sin embargo, un subgrupo de 

linfomas de Hodgkin clásico rico en linfocitos (L) y todos los demás casos de linfoma de 

hodgkin clásico (esclerosis nodular y celularidad mixta) fueron negativos para GCET1. 
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Expresión de microARNs en linfoma B difuso de células grandes tratado 

con quimioinmunoterapia. (de“ miRNA expression in diffuse large B-cell 

lymphoma treated with chemoimmunotherapy”)(2) 

Los microARNs sirven de excelentes biomarcadores para el diagnóstico y 

pronóstico en cáncer(79-81), incluyendo las neoplasias hematolinfoides(82-84). 

Adicionalmente se ha demostrado que pueden servir para identificar diversos 

estadios de diferenciación(72, 74, 85) o estar relacionados con la 

transformación maligna(76, 86) y la sensibilidad o resistencia a fármacos(87).  

El principal objetivo de este estudio fue la identificación de una firma de 

microARNs asociada con el pronóstico clínico de pacientes con LBDCG 

tratados de forma homogénea con R-CHOP, utilizando muestras tumorales al 

diagnóstico fijadas en formol e incluidas en parafina (FFIP). Adicionalmente se 

investigó si el análisis de expresión de microARNs permitía distinguir miRNAs 

diferencialmente expresados entre las dos variante moleculares de LBDCG, es 

decir tipo CGB o de célula B activada (ABC). El diseño experimental se resume 

en la figura 4. 
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Figura 4. Diseño experimental.  

La serie de pacientes se divide en dos grupos: un grupo de descubrimiento (36 pacientes con 

tejido tumoral congelado disponible para análisis de expresión de genes y microARNs 

utilizando microarrays) y un grupo de test (240 pacientes con tejido tumoral FFIP de la muestra 

diagnóstica). El grupo de test se subdivide en un grupo de generación del modelo (123 

pacientes) y un grupo de validación (117 pacientes). * la subclasificación molecular de los 

casos de LBDCG se hace según el algoritmo de Wright et al(45). ** la relación entre la firma de 

miRNAs y supervivencia global se basa en un análisis de regresión de Cox univariante 

utilizando SignS(88). 

Características clínicas de la serie a estudio. 

En la tabla 4 se muestra un resumen de las características clínicas de la serie 

de pacientes incluidos en este estudio. Se recogieron los datos clínicos e 

histopatológicos de un total de 258 pacientes. La mediana de seguimiento para 
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todos los pacientes fue de 21,3 meses. La mediana de seguimiento de los 

pacientes vivos en el último momento de seguimiento fue de 27 meses (rango 

2-105 meses). La supervivencia global estimada a los 2 años fue de 74,7% ± 

3% y el tiempo estimado libre de progresión de 67,5% ± 3%. Ya que el número 

de eventos en la mediana de seguimiento supone el 75% (44 de 5) y 92% (66 

de 77) del total de eventos para supervivencia global y tiempo libre de 

progresión, respectivamente, se consideró que la serie de pacientes era 

adecuada para el análisis estadístico, a pesar del limitado tiempo de 

seguimiento. 

No se encontraron diferencias significativas entre las variables del IPI en los 

grupos de generación del modelo y el de validación, con la excepción de la 

edad. Todos los componentes del IPI fueron pronósticos para supervivencia 

global (OS, de overall survival) en el análisis univariante y todos excepto la 

edad para supervivencia libre de progresión (PFS de progression free survival). 

Los riesgos relativos e intervalos de confianza para cada variable se muestran 

en la tabla 4 y las estimaciones de supervivencia de acuerdo con el IPI en la 

figura suplementaria 1 del original adjunto(2). 
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Tabla 4. Características clínicas de la serie. Se muestra la distribución de factores del 

IPI. El test de χ2 se utilizó para testar las diferencias en las proporciones de factores 

pronósticos individuales entre las series de generación y validación. El riesgo relativo de los 

eventos (OS y PFS) estimado mediante un análisis de regresión de Cox univariante se muestra 

para cada factor del IPI en el grupo de test (240 pacientes). 

Confirmación de la capacidad pronóstica de la clasificación según la 

célula de origen (GCB o ABC) basada en inmunohistoquímica. 

Se realizó inmunohistoquímica en los 240 casos con tejido FFIP disponible. La 

mayoría de los casos (232 de 240) se pudieron clasificar en los subtipos GCB o 

ABC según el algoritmo publicado por Choi y cols. que utiliza cinco marcadores 

(i.e GCET1, CD10, BCL6, MUM1, FOXP1)(58). Ciento seis (106) casos se 

clasificaron como tipo GCB (46%) y 126 como tipo ABC (54%). La 

supervivencia global estimada a 2 años para el subgrupo de casos de LBDCG 

ABC fue de 69,8% ± 4,5%, significativamente inferior que la de los casos de 

tipo GCB (81, 4% ± 4,3%, p<0.05). Las diferencias en supervivencia libre de 

Tabla 4: Características clínicas de la serie.

GRUPO DE 

DESCUBRIMIENTO 

GENERACION VALIDACION 

 

Número de pacientes 36 123 117

   

Factores IPI  p  

Edad 0,004 2.406 (1.298-4.462); 0.005 1.238 (0.758-2.021); 0.394

     ≤60 años 13 61 35

     > 60 años 23 62 79

Estadio 0,5 2.221 (1.213-4.067); 0.01 3.287 (1.823-5.927); 0.000

     I-II 8 55 43

     III-IV 28 68  65

LDH 0,112 3.13 (1.53-6.43); 0.001 3.051 (1.66-5.608); 0.000

     bajo 10 56 28

     alto 26 67 55

Estado funcional (PS) 0,87 2.265 ( 1.306- 3.929); 0.004 1.956 (1.182-3.238); 0.009

     Ambulatorio (0-1) 29 90 56

     No Ambulatorio (2-4) 7 33 22

Afectación extraganglionar 0,49 2.012 (1.135-3.565); 0.017 2.197 (1.315-3.670); 0.003

     ≤ 1 sitio 28 96 57

     > 1 sitio 8 27 21

IPI score 0,067 1.690 (1.378-2.073); 0.000 1.479 (1.244-1.758); 0.000

     Bajo riesgo  (0,1) 6 46 33

     Riesgo Bajo-intermedio (2) 10 24 25

     Riesgo intermedio-alto (3) 12 29 26

     Alto riesgo (4,5) 8 22 28

GRUPO DE TEST (240 PACIENTES)

Riesgo relativo de muerte 

(OS) (95% CI); p valor

Riesgo relativo de 

progresión  (PFS) (95% CI); 

p valor
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progresión también son significativas entre ambos grupos (60,7% ± 4,7% para 

el subtipo ABC frente a 75,6% ± 4,6% para el tipo GCB, p<0,05). Véase figura 

suplementaria 1 en original de referencia(2). 

Identificación de una firma de microARNs relacionada con la célula de 

origen. 

29 casos se estudiaron mediante arrays de expresión génica y, utilizando el set 

de genes propuesto por Wright y cols.(45) 11 casos fueron clasificados como 

de tipo GCB y 18 casos como de tipo ABC. Ocho microARNs se encontraron 

diferencialmente expresados entre estos subtipos (FDR <0.03, véase tabla 

suplementaria 2 en original de referencia(2)). Así, miR-331, miR-151, miR-28, 

miR-454-3p están sobreexpresados en los casos de LBDCG de tipo GCB 

mientras que miR-222, miR-144, miR-451 y miR-221 están sobreexpresados en 

el subtipo ABC. Se buscaron los genes diana que potencialmente están bajo la 

regulación de estos microARNs (véase material y métodos en original de 

referencia(2)). Pares de regulación relevantes incluyen miR151-5p y miR28-5p 

que tienen como diana a FOXP1, miR-144 y LRMP1 y miR-451 y MME (CD10). 

Despúes de aplicar un análisis de enriquecimiento en grupos de genes (gene 

set enrichment o GSEA (GSEA v2)(89)) se observa cómo la firma de la célula B 

centrogerminal (esto es, genes relacionados con la diferenciación 

centrogerminal) es el principal grupo de genes que pueden estar siendo 

regulados por los microARNs diferencialmente expresados entre los subtipos 

GCB y ABC (véase figura 5  y tabla 2 suplementaria del original de 

referencia(2)). 
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Figura 5. Identificación de una firma de microARNs relacionada con la célula de 

origen. 

Ocho microARNs se encontraron diferencialmente expresados entre los subtipos GCB y ABC 

(A). Adicionalmente los genes diferencialmente expresados entre los subtipos GCB y ABC se 

filtraron usando MiRBase (miRBase v11.0, (MICROCOSM) y se seleccionaron aquellos que 

son considerados dianas potenciales de alguno de los microARNs diferencialmente expresados 

(B). Se realizó un análisis  de Gene Set Enrichment (GSEA v2) con este grupo de genes 

utilizando como clasificadores gene sets relacionados con linfoma (BIOCARTA-lymphoma 

curated gene sets) (C).  

Identificación de microARNs relacionados con pronóstico en LBDCG y 

generación de un modelo pronóstico basado en la expresión de 

microARNs. 

Con la intención de identificar microARNs relacionados con pronóstico pero no 

asociados con las firmas previamente descritas en relación con el subtipo GCB 

o ABC se realizó un análisis de Cox univariante utilizando Signs(88) con los 

datos de expresión de microARNs de 36 casos de LBDCG del set de 

descubrimiento. 57 microARNs se correlacionan con supervivencia global 

(p<0.05). Ninguno de estos microARNs forma parte de la firma asociada con la 

célula de origen sugiriendo que este método es complementario al previamente 

utilizado. 

Tras los análisis previamente descritos se seleccionó un grupo de 9 microARNs 

de los que se midió su expresión mediante PCR a tiempo real en la serie de 

test de 240 pacientes con tejido FFIP disponible. Siete de estos microARNs 

(miR-221, miR-222, miR-331, miR-451, miR-28, miR-151 y miR-148a) fueron 
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identificados en relación con la firma GCB-ABC y dos microARNs (miR- 93 y 

miR-491) se obtuvieron del análisis de Cox univariante en relación con OS.  

Mediante análisis de regresión de Cox se generaron tres modelos de 

supervivencia independientes, basados en el score IPI, la expresión de 

microARNs (de los 9 microARNs seleccionados) y la clasificación en GCB y 

ABC mediante inmunohistoquímica. Estos modelos se generaron tanto para OS 

como para PFS en la serie de generación del modelo. El modelo basado en la 

expresión de microARNs tomado como variable continua muestra capacidad 

pronóstica tanto para supervivencia global como para supervivencia libre de 

progresión. Su capacidad predictiva en el grupo de validación se confirmó con 

tres métodos estadísticos distintos, incluyendo el área bajo la curva ROC, el 

índice de concordancia y el score de Brier (véanse los detalles en el material 

suplementario del original de referencia(2)). Para visualizar el impacto 

pronóstico se generaron curvas de Kaplan-Meier utilizando toda la serie de 

pacientes (grupo de test de 240 pacientes). Tras estratificar los casos utilizando 

la mediana del score continuo obtenido de los modelos basados en la 

expresión de microARNs los pacientes se clasificaron en dos grupos, un grupo 

con un bajo score de microARNs (por debajo de la mediana) y un grupo con un 

score alto de microARNs (sobre la mediana). Las diferencias entre ambos 

grupos de pacientes en cuanto a supervivencia global y supervivencia libre de 

progresión fueron significativas (p log Rank < 0.001). Véase figura 6. 
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Figura 6. Representación de Kaplan-Meier de los modelos de supervivencia 

basados en la expresión de microARNs. Se han calculado los scores de supervivencia 

basados en la expresión de microARNs para cada paciente en el grupo de test a partir de la 

función de supervivencia obtenida en el set de generación del modelo. Tras estratificar con la 

mediana se generan las curvas de Kaplan-Meier para OS y PFS (test de log-rank, p< 0.001 

para OS y PFS). 

Tras analizar los tres modelos generados (basados en IPI, microARNS y 

clasificación GCB- ABC según inmunohistoquímica), sólo la combinación de la 

expresión de microARNs e IPI era significativamente mejor que los modelos 

individuales, tanto para supervivencia global como supervivencia libre de 

progresión (χ2 <0.05 para todas las comparaciones). Así se generaron modelos 

combinados mediante backward stepwise selection utilizando el área bajo la 

curva como criterio, tanto para OS como para PFS (los detalles de las 

funciones de supervivencia generadas se pueden encontrar en los métodos 

suplementarios del original de referencia(2)). Dado que el tipo de procedimiento 

utilizado incluye un análisis multivariante (selección por pasos de variables), 

esto implica que la predicción basada en microARNs es independiente de la 

provista por el score IPI. Los riesgos relativos asociados a cada uno de los 

elementos de los modelos combinados se muestran en la figura 7. 
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Figura 7. Gráficas de ratios de riesgo. Se muestra para cada variable continua el log del 

ratio de riesgo asociado. Este ratio de riesgo se calcula a partir del logaritmo de la diferencia de 

los rangos intercuartílicos. Por ejemplo, para miR-222, el primer y tercer cuartil son 1.515 y 

3.945; la barra muestra el ratio de riesgo. Para PFS: exp(0.315 * [3.945-1.515] = 2.15) con el 

intervalo del 75% y 95%. Para el score IPI, como variable discreta se muestra el log del ratio de 

riesgo comparando cada uno de los valores con el score 0 como referencia.  

A continuación se generaron curvas de Kaplan-Meier para supervivencia global 

y supervivencia libre de progresión en la serie de test utilizando los modelos 

combinados. Los casos se estratifican de acuerdo a la distribución en terciles 

(Figura 8). Se identifica un grupo de pacientes de alto riesgo con 

supervivencias globales y libres de progresión inferiores al 50% tras 2 años de 
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seguimiento.

  

Figura 8: Representación gráfica mediante Kaplan-Meier del modelo que 

combina microARNs e IPI. Para cada paciente se calculan los scores de supervivencia a 

partir de la función de supervivencia que combina microARNs e IPI obtenida en la serie de 

generación del modelo. Tras estratificar en terciles se generan las curvas de supervivencia (test 

log-rank p < 0.001 para OS y PFS). 
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Linfomas B agresivos con diferenciación plasmocelular: caracterización 

inmunohistoquímica del linfoma plasmablástico y el linfoma B difuso de 

célula grande con un fenotipo plasmablástico parcial. ( de “Aggressive 

large B-cell lymphoma with plasma cell differentiation: 

immunohistochemical characterization of plasmablastic lymphoma and 

diffuse large B-cell lymphoma with partial plasmablastic phenotype”(3)). 

El linfoma plasmablástico ha sido reconocido en la última clasificación de las 

neoplasias linfoides de la OMS como una entidad clinicopatológica dentro del 

grupo de los linfomas B no Hodgkin. Se considera que es una neoplasia 

derivada de células B con diferenciación terminal que muestran un 

inmunofenotipo equivalente al de las células plasmáticas. El diagnóstico 

diferencial con el Linfoma B Difuso de célula grande convencional de tipo ABC 

y el mieloma de células plasmáticas de morfología plasmablástica es difícil de 

establecer desde el punto de vista morfológico e inmunofenotípico debido a la 

ausencia de un fenotipo característico de esta entidad. En este trabajo se 

presenta un análisis de la variablidad fenotípica en una serie de 35 casos de 

linfoma plasmablástico utilizando nuevos marcadores inmunohistoquímicos de 

diferenciación plasmocelular como PRDM1/Blimp1 y XBP1s(63, 67). Asimismo 

se realiza una correlación entre el fenotipo plasmablástico y el curso clínico, 

comparando con una serie control de LBDCG convencional.  

El linfoma plasmablástico muestra inmunofenotipos característicos. 

Se ha encontrado que los casos de linfoma plasmablástico (LPB) muestra dos 

inmunofenotipos principales (figura 9 y tabla 5). El más común (en 20 casos, 

57%) consiste en un fenotipo plasmablástico completo con pérdida de 
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marcadores de diferenciación B (CD20 y PAX5 negativos o débilmente 

positivos) y expresión de dos marcadores de diferenciación plasmocelular 

(PRDM1/Blimp1 y XBP1s). La mayoría de estos casos muestran expresión de 

superficie de CD138 (13 casos). Dos casos diagnosticados previamente con 

LBDCG NOS en la serie control mostraron el mismo fenotipo por lo que se 

reclasificaron como LPB. El segundo fenotipo encontrado es el fenotipo 

plasmablástico variante que se define por la pérdida de marcadores B y 

presencia de menos de dos marcadores de diferenciación plasmocelular. Este 

fenotipo se encuentra en 15 casos (43%). Este grupo se divide en: 

- 11 casos (31%) con ausencia o expresión débil de CD20 y PAX5 y 

expresión de PRDM1/Blimp1 con negatividad para XBP1s. De éstos en 

5 casos se observa expresión de CD138.  

- 4 casos con inmunofenotipos atípicos: un caso positivo con XBP1s y 

negativo para el resto de marcadores, 3 casos negativos para los 4 

marcadores utilizados. 

Al comparar los casos positivos para EBV mediante hibridación in situ para 

EBER con los casos negativos se observaron diferencias significativas en la 

expresión de marcadores B. Así, el 57% de los casos EBV negativos fueron 

débilmente positivos para CD20 y el 42% débilmente positivos para PAX5, 

mientras que sólo el 13 y 16% de los casos EBV positivos fueron 

débilmente positivos para CD20 y PAX5 respectivamente, siendo el resto 

consistentemente negativos. La expresión de Ki67 fue uniformemente 

elevada en todos los casos (media de 87%). La inmunotinción para p53 
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demostró positividad débil en la mayoría de los casos con un 17% de los 

mismos con intensidad fuerte sugestiva de mutación de p53. 

Como hallazgo relevante se observó positividad para CD10, GCET1 y 

KLHL6, marcadores de célula B del centro germinal(1) en una fracción de 

las muestras. 9 casos (26%) fueron positivos para GCET1, 5 casos (14%) 

fueron positivos para KLHL6 y 7 casos (20%) fueron positivos para CD10 

(figura 9). Adicionalmente se encontró expresión de BCL6 en 2 casos. 

IRF4/MUM1 fue positivo en todos excepto en dos casos.

 

Figura 9. Perfiles de expresión inmunohistoquímica en linfoma 

plasmablástico. (A) Fenotipo plasmablástico completo (positividad para PRDM1/Blimp1, 

XBP1s y negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5), con expresión de CD138 y 

EBV-EBER mediante hibridación in situ cromogénica. (B) Fenotipo plasmablástico 

completo en ausencia de expresión de EBV-EBER. (C) Fenotipo plasmablástico completo 

con expresión de GCET1. (D) Fenotipo plasmablástico variante con expresión de EBV-

EBER. (E) Fenotipo plasmablástico variante con expresión de GCET1. 
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Tabla 5. Perfil fenotípico del linfoma plasmablástico. Se encuentran dos perfiles 

de expresión bien definidos, un fenotipo plasmablástico completo (positividad para 

PRDM1/Blimp1 y XBP1s y negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5) en 20 casos 

(57%) y un fenotipo plasmablástico variante (positividad para PRDM1/Blimp1 y negatividad 

para XBP1s con negatividad o positividad débil para CD20 y PAX5) en 11 casos (31%). 4 

casos no se pudieron clasificar con esta combinación de marcadores y se consideraron 

fenotipo variantes. Se muestran scores semicuantitativos con (+) si se observa positividad 

para el marcador en más del 30% de la celularidad neoplásica, (+/-) si se observa 

positividad en más del 10% pero menos del 30% y (-) si hay menos del 10% de células 

teñidas.  
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El fenotipo plasmablástico es muy inusual en los casos de LBDCG 

convencional (NOS). 

Los fenotipos plasmablásticos aquí descritos, completo y variante son muy 

inusuales en casos de LBDCG convencional, incluyendo el subtipo no-GCB 

según el algoritmo de Hans(57). Específicamente, mientras que la 

positividad para PRDM1/Blimp1 se encontró en un 25% de los casos de 

LBDCG de la serie control, la positividad para XBP1s se da en menos del 

5% de los casos. Sólo 5 de los 111 casos de LBDCG de la serie control 

fueron positivos para PRDM1/Blimp1 y XBP1s. Tras revisar estos 5 casos, 

en dos de ellos se observó positividad débil para CD20 y PAX5. Estos dos 

casos se reclasificaron como linfoma plasmablástico. El resto de casos de 

LBDCG fueron claramente positivos para CD20 y PAX5. 

Correlación clínica: el linfoma plasmablástico y el linfoma B difuso de 

células grandes difieren en su respuesta a la terapia y supervivencia. 

Las características clínicas de la serie de linfomas plasmablásticos se 

resumen en la tabla 6. La mayoría de los pacientes son varones (21 

varones, 9 mujeres, 5 sin dato) y la edad mediana fue 48 años (rango 31-84 

años). En 27 casos se estudió la infección por VIH de modo que 20 casos 

fueron positivos y 7 negativos. El diagnóstico diferencial con el mieloma 

múltiple se estableció en base a criterios clínicos (ausencia de lesiones 

líticas óseas, paraproteína sérica y ausencia de cadenas ligeras en suero u 

orina). En 5 casos se encontró infiltración ósea, cuatro de los cuales (casos 

3, 4, 16 y 18) mostraron afectación de macizo facial (hueso maxilar o 

esfenoides) que encaja bien en la descripción incial de la entidad como 
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linfoma plasmablástico de cavidad oral(60). El caso número 28 mostró 

múltiples lesiones líticas en pared torácica así como afectación de cavidad 

pleural y ganglios linfáticos. No se observó paraproteína en suero ni orina 

tras revisar la historia clínica. Se pudo recuperar información relacionada 

con el tratamiento en 27 casos. De estos 21 recibieron regímenes de tipo 

CHOP o CHOP-like. Siete de estos 21 casos recibieron 

quimioinmunoterapia con rituximab. Seis pacientes no recibieron tratamiento 

quimioterápico por mal estado general o muerte precoz. De los 21 pacientes 

que recibieron tratamiento quimioterápico 12 (57%) alcanzaron remisión 

completa después de la primera línea de terapia, 3 (14%) tuvieron una 

respuesta parcial y 6 (29%) no respondieron o progresaron. En 28 casos se 

dispuso de datos de seguimiento. La mediana de seguimiento para estos 

casos fue de 10 meses. La mediana de seguimiento para pacientes vivos en 

el último control de seguimiento fue de 23 meses (rango 5-61 semanas). La 

supervivencia global estimada a los 2 años fue de 42 ±10% y la 

supervivencia libre de progresión de 42 ±12% (figura 10). No se encontraron 

diferencias significativas en la supervivencia global ni supervivencia libre de 

progresión entre pacientes que recibieron regímenes basados en 

antraciclinas con o sin rituximab en esta serie. Los dos casos reclasificados 

como linfoma plasmablástico mostraron una conducta clínica agresiva con 

fallo a R-CHOP a los 6 y 7 meses respectivamente. 
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Tabla 6. Características clínicas de los casos de linfoma plasmablástico. (de 

material suplementario S3 en (3)). M: male, F. female; GI: gastrointestinal, LN: lymph 

node, RT: radiotherapy, HAART: highly active antiretroviral therapy, CR: complete response, 

PR: partial response, NR: no response, NE: not evaluated; AWD: alive with disease; AWOD: 

alive without disease; DWD: dead with disease; DWOD: dead without disease; ND: no data 

available. Cases 36* and 37* were previously classified as DLBCL (véase el texto). 
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Del grupo control de 111 casos de LBDCG 58 casos (52,3%) era varones y 53 

(47,7%) mujeres. La edad mediana fue de 62 años (rango de 23 a 88 años). La 

mayoría de estos pacientes recibieron CHOP (97 pacientes, 87%), nueve se 

trataron con terapias CHOP-like (8%) y 5 con MegaCHOP (4,5%). Todos los 

pacientes recibieron rituximab en combinación con regímenes basados en 

antraciclinas. 88 pacientes (79%) alcanzaron remisión completa, 10 pacientes 

(9%) remisión parcial y en 11 pacientes (10%) no se encontró respuesta o hubo 

progresión. Las tasas de respuesta (remisión completa o remisión parcial) 

fueron significativamente distintos al comparar los casos de linfoma 

plasmablástico con los de LBDCG (χ2 p<0.05).  

Se dispuso de datos de seguimiento completos en todos los pacientes de este 

grupo. La mediana de seguimiento fue de 17 meses (rango 1-48 meses). La 

mediana de seguimiento para los pacientes vivos en el último control de 

seguimiento fue de 23 meses (rango de 2 a 48 meses). La supervivencia global 

estimada a 2 años fue de 69 ± 5% y la supervivencia libre de progresión de 

65,7  ± 5%. Al comparar supervivencia global y libre de progresión mediante los 

test de log-rank y Breslow, las diferencias entre LBDCG convencional y linfoma 

plasmablástico son significativas (p<0.001). Incluso cuando se comparan los 

casos de linfoma plasmablástico con los casos de LBDCG no-GCB, la forma 

más agresiva de LBDCG, se siguen observando diferencias significativas en 

OS y PFS: la supervivencia global estimada a los dos años para LBDCG no-

GCB fue de 65 ± 7% comparada con 42 ± 10 % para los casos de LPB 

(p<0.05); la supervivencia libre de progresión a 2 años para los LBDCG no-
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GCB fue de 63 ±7 % comparada con 39 ± 10% para los casos de LPB (figura 

10). 

 

Figura 10. El linfoma plasmablástico y el linfoma B difuso de células grandes 

muestran claras diferencias en respuesta a terapia y supervivencia. (A y B). Se 

observan diferencias estadísticamente significativas (p<0.001 mediante log-rank y Breslow) en 

las curvas de supervivencia global (OS) y supervivencia libre de progresión (PFS). (C y D) Al 

comparar el LBDCG no-GCB con el linfoma plasmablástico las diferencias en supervivencia 

global y supervivencia libre de progresión son también significativas (p<0.05). 

Linfomas B difusos de célula grande con expresión de PRDM1/Blimp1. 

Cuando los casos de LBDCG se estratificaron de acuerdo con la expresión de 

PRDM1/Blimp1 se encuentra un subgrupo de casos con pronóstico intermedio 

entre el linfoma plasmablástico y el LBDCG PRDM1/Blimp1 negativo.  Estos 
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casos de LBDCG positivos para PRDM1/Blimp1 tienen una supervivencia 

global estimada a los dos años de 42 ± 10 % y una supervivencia libre de 

progresión de 39 ± 10% (figura 11). La mayoría de estos casos de LBDCG 

PRDM1/Blimp1 positivos fueron considerados de tipo no-GCB según el 

algoritmo de Hans (20/58 casos no-GCB fueron PRDM1/Blimp1 positivos; 8/53 

casos de tipo GCB fueron PRDM1/Blimp1 positivos, χ2 p < 0.05). Estos datos 

demuestran que la adquisición de un fenotipo plasmablástico parcial en casos 

de LBDCG se asocia con conducta clínica agresiva. 

 

Figura 11. Supervivencia global (A) y supervivencia libre de progresión (B) en 

los casos de LBDCG en función de la expresión de PRDM1//Blimp1. La expresión 

inmunohistoquímica de PRDM1/Blimp1 identifica un subgrupo de casos de LBDCG con 

pronóstico intermedio entre linfoma plasmablástico y LBDCG PRDM1/Blimp1 negativo. La 

supervivencia global estimada para este subgrupo de pacientes es de 48 ± 12 % y la 

supervivencia libre de progresión estimada de 44 ± 12%.  
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El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad 

avanzada es una neoplasia agresiva de fenotipo post-centrogerminal 

caracterizada por una activación intensa de NF-kB (de “EBV-positive 

diffuse large B-cell lymphoma of the elderly is an aggressive post-

germinal center B-cell neoplasm characterized by prominent nuclear 

factor-kB activation”(4) ). 

El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo y asociado a edad 

avanzada es un subtipo de linfoma recientemente reconocido como entidad 

provisional dentro del grupo de LBDCG en la más reciente versión de la 

clasificación de la OMS.. La evidencia disponible sobre su incidencia en 

nuestro medio y características clínicas, patológicas y fenotípicas es 

limitada(38, 39). Las series clínicas publicadas sugieren que los pacientes con 

este tipo de linfoma muestra un mayor riesgo de fallo a la terapia(90, 91) siendo 

la edad mayor de 70 años y la presencia de síntomas B los factores clínicos 

asociados con supervivencia global(37). En relación con los factores biológicos 

que pueden influir en la respuesta al tratamiento y la supervivencia se conoce 

que la positividad para EBV en las células neoplásicas es un factor de 

riesgo(37, 91). Sin embargo no se han estudiado en detalle otros factores 

biológicos relacionados con pronóstico en LBDCG como el fenotipo GCB/ABC 

en este tipo de neoplasia. Tampoco se ha aclarado de qué modo la presencia 

de EBV puede estar relacionada con la inducción de un fenotipo activado en 

estas neoplasias. En este trabajo se analizó una serie retrospectiva de 47 

casos de LBDCG EBV positivo en pacientes añosos. Se han caracterizado sus 

características clinicopatológicas y detallado su perfil inmunohistoquímico, 
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citogenético (mediante análisis de FISH) y de clonalidad linfoide, analizando la 

correlación con variables clínicas. Nuestros resultados demuestran que los 

linfomas B difusos de célula grande asociados con EBV en pacientes añosos 

son una neoplasia linfoide B clonal agresiva con un fenotipo activado (ABC) 

que está asociado con la activación de las vías clásicas y alternativas de NFkB. 

Descripción patológica del linfoma B difuso de célula grande EBV 

positivo asociado a edad avanzada. 

El diagnóstico se realizó en ganglios linfáticos en 31 casos (66%) mientras que 

en 16 casos (34%) el diagnóstico se hizo en áreas extraganglionares (véanse 

los detalles en la tabla 7). El estudio morfológico mediante hematoxilina y 

eosina demostró que la mayoría de los casos (46) estaban caracterizados por 

un borramiento parcial o total de la arquitectura ganglionar por una proliferación 

neoplásica polimorfa, rica en células grandes. Sólo un caso (número 31) estaba 

compuesta de forma exclusiva por una proliferación monomorfa, de morfología 

inmunoblástica. En dos casos (casos 29 y 46, figura 12) se identificó un patrón 

mixto con áreas polimorfas y otras monomorfas. Los casos polimorfos se 

suclasificaron en tres subgrupos, en base a la proporción relativa de células 

grandes y la presencia de células semejantes a las células de Reed-Sternberg 

y Hodgkin. Así, 29 casos fueron considerados neoplasias de células B grandes 

(forma canónica, con una alta densidad de células grandes y aisladas células 

de morfología sternbergoide o Hodgkin-like), 8 casos se consideraron linfomas 

B de células grandes con características Hodgkin-like (con menor densidad de 

celularidad neoplásica y células de morfología reminiscente de las células de 

Reed-Sternberg y Hodgkin) y 9 casos se consideraron linfomas B difusos de 
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células grandes con características semejantes al desorden linfoproliferativo 

polimorfo (escasa densidad de células neoplásicas sin características de tipo 

Hodgkin). De forma característica un caso (número 11) mostró características 

intermedias entre los tumores de tipo linfoma B de células grandes y los de 

rasgos Hodgkin-like, consistentes con el diagnóstico de linfoma B con rasgos 

intermedios entre linfoma de Hodgkin y Linfoma B difuso de células grandes. El 

patrón de infiltración tisular fue nodular o vagamente nodular en 29 casos 

(62%) y difuso en el resto (18 casos, 28%). Un caso (número 14) demostró un 

patrón de tipo predominio linfocítico nodular (Hodgkin PL-like) junto con un área 

de crecimiento difuso. Este caso también mostró un fenotipo solapado con el 

linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocítico nodular excepto por la 

presencia de células EBV positivas y la pérdida de expresión de BCL6. Se 

encontró necrosis geográfica significativa en 14 casos (29%). 

Los tumores mostraron una variedad celular y polimorfismo llamativos, 

variables en función del subtipo morfológico. Los casos de tipo Hodgkin-like se 

caracterizan por la presencia de células de tipo Reed-Sternberg y Hodgkin-like 

distribuidas de forma salpicada en una población neoplásica relativamente 

paucicelular. Los casos de tipo células grandes y semejantes a desorden 

linfoproliferativo polimorfo mostraron un grado evidente de diferenciación 

inmunoblástica y plasmocitoide, inhabitual en los casos de tipo Hodgkin-like 

(χ2: p< 0.05). Se realizaron tinciones de cadenas ligeras (k y λ) en 29 casos. 

De éstos, 22 casos mostraron restricción de cadenas ligeras (13 fueron k y 9 λ). 

Cinco casos tuvieron una tinción de fondo intensa y en dos casos no era 

evidente el predominio de una única cadenas ligera. Una característica peculiar 
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observada en 11 casos (23%) fue la presencia de estructuras semejantes a 

centros germinales abortivos compuestas de células grandes, células 

dendríticas foliculares y linfocitos pequeños (véase caso número 29-1 en la 

figura 12). En el compartimento no neoplásico o microambiente se encontraron 

linfocitos pequeños y células plasmáticas en proporciones variables. En 12 

casos se observaron histiocitos pero sólo en un caso (número 36) se 

observaron granulomas epitelioides pobremente definidos. En ningún caso se 

encontró un infiltrado polimorfonuclear neutrofílico. Sólo en dos casos (números 

39 y 44) se encontraron aislados eosinófilos en el fondo celular. Se pudo 

evaluar la médula ósea en dos casos (números 23 y 26). El patrón de 

infiltración en estos casos fue de tipo intersticial multifocal por agregados de 

células de aspecto Hodgkin-like. 
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Figura 12. Características histopatológicas de los casos de linfoma B difuso de 

célula grande asociado a EBV y edad avanzada. Se muestra la morfología de un 

caso tipo linfoma B de células grandes (A), tipo desorden linfoproliferativo polimorfo (B) y tipo 

Hodgkin-like (C). El patrón puro monomorfo e inmunoblástico se encontró en un único caso (D) 

mientras que la presencia de áreas de transición entre patrones monomorfo y polimorfo no son 
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infrecuentes (G). Un caso mostró rasgos intermedios entre el patrón de tipo células grandes (F) 

y el patrón Hodgkin-like (E). (H e I) El patrón nodular de crecimiento es común, observándose 

en el 62% de los casos con un caso mostrando un patrón de tipo Hdogkin predominio linfocítico 

nodular (I). (J) Los casos de tipo células grandes y semejantes al desorden linfoproliferativo 

polimorfo mostraron una evidente diferenciación inmunoblástica y plasmocitoide. (K) La 

presencia de estructuras semejantes a centros germinales compuestos de blastos, células 

dendríticas foliculares y linfocitos pequeños es una peculiaridad presente en el 23% de los 

casos. (L) El componente celular no neoplásico contiene linfocitos pequeños y células 

plasmáticas en proporción variable. (M) El examen citológico a mayor detalle de los tumores de 

tipo B de célula grande muestra una población con alta densidad de células grandes de 

morfología inmunoblástica y un espectro de diferenciación plasmocitoide. (N,O) La médula 

ósea muestra una infiltración multifocal e intersticial por una celularidad de características 

Hodgkin-like. 

 

El linfoma B difuso de células grandes asociado a EBV y edad avanzada 

muestra un fenotipo post-centrogerminal relacionado con intensa 

activación de NFkB. 

El análisis inmunohistoquímico de los casos (véase tabla 7) demostró que 

todos los casos fueron CD20 positivos y expresaron con frecuencia CD30 

(41/46 casos, 89%) y muy raramente CD15 (4/43, 9%). El estudio de 

hibridación in situ para EBER demostró positividad en todos los casos mientras 

que siete casos fueron negativos con inmunohistoquímica para EBV-LMP1. La 

mediana del porcentaje de células positivas con EBER fue del 80% (rango 10-

100%). En 45 de 47 casos (96%) se encontró sobreexpresión de la proteína 

antiapoptótica BCL2. En el 84% de los casos el índice proliferativo medido con 

Ki67 era superior al 50% de la celularidad neoplásica. 
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Al agrupar los casos de acuerdo con la clasificación en fenotipos GCB/ABC 

utilizando los algoritmos de Hans y cols.(57)  y Choi y cols.(58) se observó que 

la mayoría de los casos pertenecen a la categoría de fenotipo no-GCB/ABC 

(95% de tipo no-GCB según el algoritmo de Hans y 78% de fenotipo ABC 

según el algoritmo de Choi). Esta desviación a un fenotipo no centrogerminal 

se confirmó al comparar los porcentajes con la distribución de estos fenotipos 

en una serie control de 240 casos de LBDCG negativos para EBV. Con ambos 

sistemas de clasificación la proporción de casos de fenotipo no-GCB/ABC 

excede a la esperada al comparar con la serie de casos de LBDCG NOS, EBV 

negativos (test de χ2 p<0.05) (tabla 4 en original de referencia(4)). 

Ya que la inducción de un fenotipo ABC se ha vinculado a la activación de la 

vía del factor nuclear kB (NFkB) en LBDCG(92, 93) se midió la expresión de 

dos subunidades de esta vía, p105/p50 y p100/p52 mediante 

inmunohistoquímica e inmunoblot. Mediante inmunohistoquímica se encontró 

expresión nuclear de p105/p50 en el 79% de los casos y de p100/p52 en el 

74% de los casos. En el 63% de los casos evaluados (27/43) se observó 

coexpresión de ambas proteínas de localización nuclear, lo cual es una 

evidencia indirecta de la activación tanto de la vía clásica como alternativa de 

NFkB (figura 13 y tabla 4 en original de referencia(4)). Adicionalmente se 

observó una mayor proporción de casos expresando p105/p50, p100/p52 o 

ambas proteínas en los casos de LBDCG EBV positivos en comparación con 

los casos EBV negativos de control (test χ2: p<0.001 para todas las 

comparaciones). Esta sobreexpresión de las proteínas relacionadas con NFkB 

también resultó ser mayor de lo esperado en los casos EBV positivos cuando 
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se comparan con los casos EBV negativos de fenotipo ABC (χ2 p<0.001). 

Adicionalmente cuando los casos fueron clasificados con el algoritmo de Choi 

no se encontraron diferencias significativas en la sobreexpresión de p105/p50, 

p100/p52 o ambas entre ambos subtipos, GCB y ABC, indicando que esta 

sobreexpresión de NFkB también se encuentra en casos de fenotipo GCB y 

que EBV puede jugar un papel en la sobreactivación de NFkB en LBDCG, 

independientemente del fenotipo GCB/ABC. 

Los experimentos de inmunoblot confirmaron la expresión de las subunidades 

de NFkB en las muestras de LBDCG. Como se muestra en la figura 13 se 

encontraron ratios mayores de p50/p105 en las muestras de LBDCG EBV 

positivos en comparación con las de los casos control, EBV negativos, 

indicando un mayor procesamiento de p105 a p50 (vía clásica de NFkB). 

También se encontró un procesamiento activo de la proteína asociada a la vía 

alternativa, p100 a p52. 

En resumen, los casos de LBDCG EBV positivos muestran un fenotipo activado 

y expresión nuclear y procesamiento activo de las subunidades proteicas 

relacionadas con las vías clásica y alternativa de NFkB (p105/p50 y p100/p52, 

respectivamente). Ya que esta activación de la vía es mayor que en los casos 

de LBDCG EBV negativos es plausible que EBV juegue un papel directo en la 

superactivación de NFkB. Esta activación de NFkB es común en este grupo de 

linfomas EBV positivos a los dos subtipos de LBDCG, GCB y ABC. 
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Figura 13. El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo muestra un perfil 

fenotípico ABC con marcada activación de NFkB y sobreexpresión de BCL2. (A) 

Perfil inmunohistoquímico típico del LBDCG EBV positivo asociado a edad avanzada con 

expresión moderada-intensa de CD20 en la mayoría de la población neoplásica. La 

coexpresión de CD30 es común. Los tumores mostraron ausencia de expresión de marcadores 

asociados con fenotipo centrogerminal como CD10, BCL6 y GCET1 y expresión de MUM1 y 

FOXP1. La proteína antiapoptótica BCL2 se sobreexpresó en el 96% de los casos. En el 84% 

de los casos se encontró un índice proliferativo mayor del 50%, medido con Ki67. La 
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hibridación in situ para EBV-EBER demostró positividad en todos los casos mientras que 7 

casos testados fueron negativos para EBV-LMP1. La mediana del porcentaje de positividad 

para EBER fue del 80%. Fíjense que tanto EBV-EBER como EBV-LMP1 se expresan en 

células de tamaño grande e intermedio. Obsérvese también que el porcentaje de células EBV-

LMP1 positivas fue menor que el de células EBER positivas en los casos pareados. (B) Las 

proteínas relacionadas con NFkB p105/p50 y p100/p52 se sobreexpresan con localización 

nuclear en la mayoría de los casos de linfoma B difuso de células grandes EBV positivo 

asociado a edad avanzada. La sobreexpresión nuclear se toma como evidencia indirecta de la 

actividad de las vías clásica (p50) y alternativa (p52) de NFkB. (C) Los experimentos de 

inmunoblot demuestran el mayor grado de procesamiento activo de estas proteínas en 

muestras primarias. La activación de la vía da lugar a degradación de p105 y p100 y aumento 

de la expresión de p50 y p52 respectivamente. El procesamiento activo es evidente en la vía 

clásica pero también se da en la vía alternativa en comparación con las muestras de LBDCG 

EBV negativo.  
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Tabla 7: Resumen de las principales características clínicas, histopatológicas y 

evaluación inmunohistoquímica con subclasificación de la serie en fenotipos 

GCB/ABC. 

 

 

EDAD  MEDIA 69 (48-91)

GÉNERO VARON 31 (66%) CD20 47/47  (100%)

MUJER 16 (34%) CD30 41/46 (89%)

  CD15 4/43(9%)

GCET1 4/40 (10%)

LOCALIZACIÓN GANGLIONAR 31 (66%) CD10 2/43 (5%)

EXTRAGANGLIONAR 16 (34%) BCL6 17/46 (37%)

PARTES BLANDAS 3 MUM1 43/46 (93%)

BAZO 3 FOXP1 16/39 (41%)

AMIGDALA 3 BCL2 45/47 (96%)

ESTOMAGO 3

SNC 1 KI67>50% 40/45 (84%)

INTESTINO GRUESO 1

HIGADO 1 EBV-LMP1 37/44 (84%)

CAVIDAD NASAL 1 EBER (ISH) 47/47 (100%)

P50** 35/44 (79%)

ESTADIO* I 5 (10.6%) P52** 32/43 (74%)

II 8 (17%) P50&P52** 27/43 (63%)

III 12 (25.6%)

IV 11 (23.3%)

PATRÓN POLIMORFO (46 cases)

Tipo células B grandes (29 casos, 62%)

Tipo polimorfo semajante a LPPT (9 casos, 19%)

Tipo Hodgkin-like (8 casos, 17%)  

PATRÓN MONOMORFO (46 casos)

GCB***  9/41 (22%)  128/324 (39%)

ABC*** 32/41 (78%) 178/324 (55%)

GCB****  2/44 (4%)  116/324 (35%)

NO-GCB**** 42/44 (95%) 188/324 (58%)

* en 11 casos se desconoce el dato.

** sólo la expresión de localización nuclear se considera positiva.

*** de acuerdo con el algoritmo de Choi.

**** de acuerdo con el algoritmo de Hans.

CARACTERÍSTICAS HISTOPATOLÓGICAS

CLASIFICACIÓN GCB/ABC

LBDCG EBV+ de la edad 

avanzada                                       

N casos positivos/Total N de 

casos (%)

LBDCG EBV negativo                                           

N casos positivos/Total 

N de casos (%)

PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS EVALUACIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA

Marcador IHQ

N casos positivos/Total N of casos 

(%)
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El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a edad 

avanzada es una neoplasia B clonal que muestra con frecuencia 

poblaciones T clonales asociadas. 

Se realizó estudio de clonalidad usando cebadores y métodos estandarizados 

(Biomed2(94)) a partir de ADN extraido de tejido fijado en formol e incluido en 

parafina. El ADN no fue suficiente en cantidad o calidad (≤200 pb) en seis 

casos. Los resultados se resumen en la tabla 5 de la publicación de 

referencia(4). De forma global, 30 de 47 casos (64%) mostraron 

reordenamientos monoclonales de IgH y/o IgK/Kde/L. Se encontró 

reordenamiento monoclonal de IgH en 24 de 47 casos (51%). Usando una 

combinación de cebadores para Vk-Jk y Vk/intron-Kde encontramos 23/47 

reordenamientos monoclonales (57%). Se encontraron reordenamientos 

monoclonales de IgL en 3/17 (17%) de los casos testados. Un caso mostró 

reordenamientos de IgL en ausencia de reordenamientos de IgK. 

Se encontraron una incidencia relativamente alta de reordenamientos clonales 

del gen de TCR-γ: 10 casos (24%) fueron monoclonales en al menos un tubo 

de TCR- γ; 2 casos fueron monoclonales en ambos tubos de TCR- γ. No se 

encontró ningún caso con reordenamientos clonales de TCR-β. Por tanto las 

poblaciones T clonales son comunes en los casos de Linfoma B Difuso de 

célula grande EBV positivo. 

Estos resultados son concordantes con publicaciones previas mostrando 

expansiones de células T de naturaleza monoclonal u oligoclonal en 

desórdenes relacionados con EBV, incluyendo mononucleosis infecciosa y 

desórdenes linfoproliferativos post-trasplante(95, 96). Es plausible que estas 
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poblaciones monoclonales reflejen la respuesta fisiológica de células T a la 

infección por EBV (repertorio restringido de células T)(97, 98). El 

reconocimiento de este hallazgo, esto es, poblaciones T clonales en los casos 

de Linfoma B Difuso de Células grandes asociado a EBV es útil para evitar un 

diagnóstico erróneo de neoplasia linfoide T asociada. 

El linfoma B difuso de célula grande EBV positivo es una neoplasia 

agresiva con menor supervivencia global y supervivencia libre de 

progresión en comparación con el Linfoma B Difuso de célula grande EBV 

negativo. 

Se puede encontrar un resumen de las características clínicas de la serie en la 

Tabla 7. Se incluyeron 47 casos con una edad media de 69 años (rango 48-91 

años). Se encuentra un predominio de varones (31 varones/16 mujeres con un 

ratio de 2:1). La mayoría de los pacientes se presentaron con enfermedad 

ganglionar (31 casos, 66%) mientras que la afectación extraganglionar se 

encontró en 16 pacientes (34%). La localización extraganglionar más frecuente 

fueron partes blandas, bazo, amígdala y estómago. Tras los procedimientos de 

estadiaje habitual la mitad de los pacientes mostraron enfermedad avanzada 

(estadio III y IV en 49% de los pacientes). Tras aplicar el índice Pronóstico 

Internacional (IPI) que incluye edad, nivel de LDH, estadio, estado funcional y 

número de afectaciones extraganglionares(22) los pacientes se clasificaron en 

bajo riesgo (IPI 0-1, 7 pacientes), riesgo bajo-intermedio (IPI 2, 12 pacientes), 

IPI intermedio-alto (IPI 3, 8 pacientes) o alto riesgo (IPI 4-5, 8 pacientes).  

La mayoría de los pacientes con información clínica se trataron con R-CHOP o 

R-CHOP-like (20 pacientes). Otros regímenes utilizados en 14 pacientes fueron 
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ABVD, R-MegaCHOP, BAM-BCNU-MTX-ARAC y radioterapia. Dos pacientes 

no fueron tratados pues fallecieron antes del tratamiento. Tras la terapia 13 

pacientes no experimentaron respuesta o progresaron (27%) y 19 respondieron 

(17 casos con respuesta completa y dos con respuesta parcial). Tres de los 7 

pacientes (42%) tratados con ABVD permanecían vivos en el último 

seguimiento. De los 20 pacientes tratados con regímenes de tipo R-CHOP o R-

CHOP-like en 12 casos (60%) el paciente permaneció vivo en el último 

seguimiento. Sin embargo no hubo diferencias significativas en las curvas de 

supervivencia en función de la terapia recibida ni el patrón morfológico. 

La mediana de seguimiento para todos los casos con dato disponible (38 

pacientes) fue de 9 meses. La mediana de seguimiento para los pacientes 

vivos en el último seguimiento fue de 13 meses. 18 de 38 pacientes con datos 

disponibles fallecieron. De éstos 5 pacientes fallecieron por causas no 

relacionadas con el linfoma (neumonía en 4 casos y sepsis en 1 caso) mientras 

que 7 pacientes fallecieron por el linfoma. En 6 casos la causa de muerte no 

fue documentada. La supervivencia global estimada a los 2 años fue de 40 ± 

10% y la supervivencia libre de progresión estimada a los 2 años de 36 ± 9%. 

Dado que el fenotipo activado (LBDCG tipo ABC) y la edad son dos factores 

asociados con menor supervivencia en los casos de LBDCG(22, 42, 58, 99) se 

compararon las distribuciones de supervivencia de los casos de LBDCG EBV 

positivos frente a una serie control de casos de LBDCG EBV negativos, 

estratificados por el fenotipo ABC y por la edad avanzada (mayor de 60 años). 

Los casos de LBDCG EBV positivo en pacientes de edad avanzada tuvieron un 

pronóstico peor, tanto en comparación con los casos de LBDCG de fenotipo 
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ABC como los casos EBV negativos en pacientes mayores de 60 años. Estos 

casos también tuvieron peor pronóstico que los casos de LBDCG EBV negativo 

de fenotipo ABC en paciente añoso (p log Rank < 0.001) (véase figura 14). Por 

supuesto, tanto el fenotipo ABC como la edad avanzada tuvieron valor 

pronóstico en la serie de control de LBDCG EBV negativo(2).  

 

Figura 14. El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a edad 

avanzada es una neoplasia agresiva con menor supervivencia global y 

supervivencia libre de progresión que el LBDCG EBV negativo. 

Se muestran las curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global (OS, de Overall Survival) (A) y 

supervivencia libre de progresión (PFS de Progression Free Survival) (B). La supervivencia 

global estimada a los 2 años fue de 40 ± 10% y la supervivencia libre de progresión estimada a 

los 2 años de 36 ± 9%. La comparación con los casos de LBDCG EBV negativos muestra que 

los casos de LBDCG EBV positivo en pacientes de edad avanzada tienen peor pronóstico que 

ambos subgrupos de LBDCG, GCB y ABC (p log rank, p<0.001) e incluso que el subgrupo de 

LBDCG de  tipo ABC en pacientes mayores de 60 años (p log rank, p<0.001).  
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IV DISCUSION 

La identificación de marcadores biológicos de utilidad diagnóstica y pronóstica 

es un campo en  continuo desarrollo en medicina, especialmente en el área de 

la patología y en concreto en la hematopatología(7, 100). La actual clasificación 

de las neoplasias linfoides está basada en la integración de los datos clínicos, 

morfológicos, fenotípicos y moleculares pero es el fenotipo de las neoplasias y 

su equivalencia con el estado de diferenciación propio de la hipotética célula de 

origen lo que define cada tipo de neoplasia (por ejemplo, linfoma B folicular, 

con un fenotipo semejante a las células B foliculares normales). La 

identificación de nuevos marcadores para cada línea o estado de diferenciación 

permite refinar en la caracterización de la diversidad, desvelando la 

heterogeneidad propia de la condición neoplásica. 

GCET1 es un gen sobreexpresado en los casos de linfoma B folicular(1). 

Estudios previos al nuestro demostraron que el ARNm de GCET1 se expresaba 

de forma restringida en células B centrogerminales y en su contrapartida 

maligna. Estudios de Northern blot mostraron una transcripción restringida a las 

muestras de ganglio linfático reactivo, la línea celular Raji (derivada de un caso 

de linfoma de Burkitt) y HL-60 (leucemia promielocítica) y su ausencia en 

médula ósea timo y bazo así como otras líneas celulares de cáncer(101). 

Nuestros resultados mostraron ausencia de expresión de la proteína GCET1 en 

las líneas celulares HL-60 y KG1, lo que es consistente con la ausencia de 

expresión del gen en células de línea mieloide.  

Adicionalmente los resultados en micromatrices de tejidos normales 

demostraron que la expresión de GCET1 está limitada a un subgrupo de 
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células B del centro germinal y neoplasias derivadas, estableciendo una 

diversidad peculiar a las células B del centro germinal, normales y neoplásicas. 

GCET1 se expresa exclusivamente en neoplasias derivadas de células B del 

centro germinal incluyendo el linfoma B folicular (82/89, 92%), el linfoma de 

Hodgkin de tipo predominio linfocítico nodular, un subgrupo de LBDCG, el 

linfoma B rico en células T e histiocitos y el linfoma de Burkitt. Ninguno del 

resto de linfomas B de célula pequeña que se incluyen el diagnóstico 

diferencial de linfoma B folicular mostró expresión de la proteína, esto es, 

linfoma B linfocítico de célula pequeña/leucemia linfocítica crónica (20 casos, 

linfoma esplénico de la zona marginal (19 casos) y linfoma B de célula del 

manto (19 casos). Este hecho muestra la potencial utilidad de este marcador en 

la distinción entre linfoma B folicular y otras neoplasias de células B pequeñas 

no centrogerminales como el linfoma  B de la zona marginal y el linfoma del 

manto, que en ocasiones pueden mostrar un patrón folicular de crecimiento o 

fenómenos de colonización folicular. Estos resultados, fueron corroborados en 

una publicación posterior independiente (Paterson y col. Am J Clin Pathol 2008 

(102)), utilizando un anticuerpo monoclonal distinto frente a la misma proteína, 

GCET1. 

El hecho de que un número significativo de casos de LF no expresen la 

proteína GCET1 indica una heterogeneidad imprevista, semejante a la 

observada en el centro germinal reactivo e implica que la expresión de GCET1 

puede mostrar una visión más refinada de los diferentes estados de 

diferenciación en el centro germinal reactivo y neoplásico. Datos publicados 

indican que GCET1 se encuentra sobreexpresado en una firma molecular del 
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centro germinal asociada con mutación somática persistente (ongoing 

SHM)(44) lo que abre una interesante hipótesis experimental. Consistente con 

este hecho es conocido que GCET1 aumenta su transcripción en células B 

naive estimuladas via CD40(101) por lo que debe formar parte de alguno de los 

procesos desencadenados por la activación de CD40 (rescate de células B de  

apoptosis, switch de isotipo, hipermutación somática, maduración de la afinidad 

e inducción de células B memoria). No obstante el rol exacto de GCET1 (que 

muestra una estructura molecular compartida con las serpinas, inhibidores de 

proteasas(103)) en el inicio y mantenimiento de la reacción centrogerminal 

mediada por células T es desconocido. 

Mayor heterogeneidad en la expresión de GCET1 se observa en los casos de 

linfoma de Burkitt y linfoma B Difuso de células grandes. Mediante western blot 

e inmunohistoquímica demostramos una marcada heterogeneidad en la 

expresión de GCET1 por el linfoma de Burkitt  y líneas celulares derivadas con 

casos negativos (incluyendo las líneas celulares AKAYA y RAMOS). El 

significado de este resultado podría estar en relación con la hipótesis de Bellán 

y cols. que sugieren que el LB deriva de una célula en dos pòsibles estados de 

diferenciación, un centroblasto precoz o una célula B de memoria post-

CG(104). Estudios sobre el estado mutacional de los genes VH en células B 

centrogerminales GCET1+ podrían aclarar si la expresión se relaciona o no con 

un estado de hipermutación somática de VH. En LBDCG, el 47% de los casos 

fueron positivos para GCET1. De éstos, los casos clasificados como de tipo 

GCB por el algoritmo de Hans(57) mostraron con mayor frecuencia expresión 

de GCET1 que los clasificados como ABC. La presencia de GCET1 
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(SERPINA9) entre los genes sobreexpresados de forma más consistente en 

todas las firmas de LBDCG de tipo centrogerminal (GCB) generadas a partir de 

datos de expresión génica(45-47, 105) junto con la disponibilidad de un 

anticuerpo monoclonal específico ha hecho que la expresión de GCET1 

mediante inmunohistoquímica se incorporara a los algoritmos de 

subclasificación de los casos de LBDCG basados en inmunohistoquímica(58, 

106). Así, los algoritmos más recientes que incluyen GCET1 como elemento en 

la subclasificación del LBDCG en GCB o ABC (Choi, Visco-Young, Tally) 

alcanzan grados de concordancia con el análisis de perfil de expresión génica 

(PEG) próximos al 90%(52, 58, 59), sensiblemente superior a la concordancia 

alcanzada con algoritmos más simples de 3 marcadores de Hans y Muris 

(próxima al 85%)(57, 59, 107). El impacto pronóstico de estos algoritmos 

inmunohistoquímicos se ha validado en series independientes de pacientes con 

LBDCG tratados con R-CHOP(2, 52, 59). 

En relación con otros tipos de linfoma B, la proteína GCET1 se encontró 

sobreexpresada en el 54% de los casos de Linfoma B rico en células T e 

histiocitos, con un patrón de tinción semejante al del encontrado en la gran 

mayoría de los casos de linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocítico 

nodular. Estos datos son consistentes con el origen de estas neoplasias en 

células B del centro germinal hipermutadas como ha sido demostrado por 

Brauninger y cols.(108, 109). Posteriormente el mismo grupo ha confirmado la 

similitud en el perfil de expresión génica entre ambas entidades, Hodgkin de 

tipo predominio linfocítico nodular y Linfoma B rico en células T e 

histiocitos(110). Adicionalmente hemos encontrado un subgrupo de casos de 
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linfoma de Hodgkin clásico rico en linfocitos que muestra expresión de GCET1, 

lo que es consistente con un origen en célula B centrogerminal e insiste en su 

similitud fenotípica con el Linfoma de Hodgkin de tipo predominio linfocítico 

nodular(111). Estos resultados fueron confirmados posteriormente en una serie 

ampliada de casos de linfoma de Hodgkin clásico rico en linfocitos(112). 

 

Los análisis de expresión génica masiva han permitido delinear dos subgrupos 

moleculares de Linfoma B Difuso de células grandes NOS con impacto clínico 

en pacientes tratados con la quimioinmunoterapia estándar con R-CHOP. La 

subclasificación en perfiles de tipo GCB y ABC basada en los perfiles de 

expresión génica es el estándar para tipificar los casos y en los últimos años se 

han venido desarrollado diversos métodos y algoritmos basados en la 

expresión de un número variable de genes que permiten esta 

subclasificación(45, 46, 105), incluso utilizando material diagnóstico fijado en 

formol e incluido en parafina(47). Recientemente se ha observado que otro tipo 

de material génico, en este caso ARNs no codificantes de pequeño tamaño o 

microARNs pueden servir de biomarcadores para el diagnóstico y pronóstico en 

neoplasias hematolinfoides(82-84, 113), en parte debido a su expresión 

diferencial entre diversos estadios de diferenciación de la célula B (72, 74, 85). 

Adicionalmente su tamaño relativamente pequeño los hace resistentes a la 

degradación por ARNasas por lo que pueden ser aislados con relativa facilidad 

de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina como las que se utilizan 

en los laboratorios de diagnóstico anatomopatológico(114, 115). Su 

cuantificación mediante PCR a tiempo real a partir de muestras FFIP es factible 
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y, al igual que en el caso de genes codificantes(53, 116, 117), puede constituir 

una alternativa a la valoración semicuantitativa de la expresión proteica 

mediante inmunohistoquímica(118). 

Tras un primer paso de identificación de microARNs candidatos se encontró 

una firma de microARNs relacionados con el estadio de diferenciación según la 

firma molecular basada en la célula de origen (GCB/ABC)(45). Específicamente 

encontramos que miR-331, miR-151, miR-28 y miR-454-3p están 

sobreexpresados en el subtipo GCB de LBDCG mientras que miR-222, miR-

144, miR-451 y miR-221 están sobreexpresados en el subtipo ABC(2). Estos 

datos obtenidos de muestras tisulares de pacientes clasificados según el perfil 

de expresión génica en GCB o ABC confirman los estudios previos en los que 

miR222 y miR221 se han encontrado sobreexpresados en líneas celulares de 

LBDCG de fenotipo ABC como OCI-Ly-10 y OCI-Ly-3(75, 85, 114, 119). 

Publicaciones posteriores han confirmado esta expresión diferencial entre 

subgrupos de algunos de estos microARNs en muestras tisulares de 

LBDCG(69). Esta expresión diferencial entre subgrupos debe estar en relación 

con la regulación del fenotipo GCB ya que, según nuestro análisis 

bioinformático in silico, varios de los genes asociados con el fenotipo GCB son 

potenciales dianas de los microARNs diferencialmente expresados. 

Cuando comparamos el impacto pronóstico de ambas clasificaciones, la del 

modelo basado en la expresión de microARNs y la clasificación GCB/ABC 

basada en inmunohistoquímica, los dos sistemas resultaron complementarios, 

de modo que identificaban diferentes grupos de pacientes, en ambos casos con 
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impacto pronóstico (p < 0.001, véase tabla suplementaria 4, hoja D de la 

publicación de referencia(2)).  

Así, se ha identificado una firma de microARNs cuya expresión desregulada 

está asociada con mal pronóstico en pacientes con LBDCG tratados con R-

CHOP. Los modelos basados en la expresión de microARNs usando esta 

expresión como variable continua tienen valor pronóstico tanto para 

supervivencia global como supervivencia libre de progresión en dos series 

independientes de pacientes. Esta firma de microARNs predice supervivencia 

de forma independiente a la subclasificación GCB/ABC. Adicionalmente, estos 

modelos mejoran la clasificación basada en el índice pronóstico internacional 

(IPI) de modo que se han generado modelos combinados (IPI y firma de 

microARNs) que identifican un grupo de pacientes de alto riesgo con 

supervivencias globales y libres  de progresión menores del 50% a los 2 años 

de seguimiento. 

En esta firma de microARNs se encuentran algunas especies de microARNs 

previamente asociadas con pronóstico en LBDCG(75, 85) y otras que 

posteriormente se han validado en series clínicas independientes como miR-

222(116). Asimismo se ha observado posteriormente que la expresión sérica 

de miR-222 puede ser de utilidad en la detección precoz del LBDCG en 

pacientes con infección por HIV(120). La misma firma de microARNs descrita 

en nuestro trabajo se ha validado recientemente en una serie independiente de 

pacientes con LBDCG tratados en ensayos clínicos con terapias ajustadas al 

riesgo clínico(121). 
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Algunos de estos microARNs regulan genes y vías habitualmente desreguladas 

en LBDCG como por ejemplo genes relacionados con apoptosis (MCL1), ciclo 

celular (CDKN1A), MAPK y NFkB (MAP3K14, MUM1/IRF4, CARD10, PIM2), 

mutación somática durante la reacción centrogerminal (AID) y factores de 

transcripción como BCL6. Especificamente miR-221 y miR-222 se han visto 

implicados en la regulación de ciclo celular inhibiendo p27 (Kip1), un regulador 

de ciclo celular y gen supresor tumoral. Otros componentes de la firma como 

los del cluster miR-106b-25 (que incluye miR-93) se han visto relacionados con 

la regulación de la expresión de CDKN1A (p21) y BCL2L11, inhibiendo la vía 

supresora TGF-B en otros cánceres(122) y recientemente en LNH(123). La 

validación funcional de estas interacciones microARN-gen requiere 

experimentos de transfección (introducción del microARN y medida del cambio 

en el ARNm y proteína diana) y silenciamiento (utilizando shARNS para inhibir 

la expresión constitutiva de los microARNs y medir los cambios en ARNm y 

proteína derivados) que confirmen la predicción basada en las secuencias de 

alineamiento entre el microARN y el 3´UTR del gen diana. 

Es relevante que la firma pronóstica basada en microARNs identificada aquí es 

independiente de la subclasificación en GCB/ABC. Aunque esta clasificación 

molecular del LBDCG tiene un evidente potencial como marcador en la 

identificación de pacientes que serán tratados con terapias específicas para el 

subtipo ABC(124, 125), el desarrollo de métodos que identifiquen grupos de 

pacientes con LBDCG de mal pronóstico es de utilidad en el diseño de ensayos 

clínicos con terapias ajustadas al riesgo biológico.  
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El uso de nuevos marcadores inmunohistoquímicos permite definir con 

mayor precisión entidades clinicopatológicas concretas dentro de la 

categoría de linfoma B difuso de célula grande. 

El linfoma plasmablástico se considera actualmente una entidad 

clinicopatológica precisa en la clasificación vigente de la OMS, siendo incluido 

en clasificaciones anteriores como variante de LBDCG NOS. Se define como 

una neoplasia derivada de células B con diferenciación terminal, es decir, que 

muestra un inmunofenotipo equivalente al de las células plasmáticas. La 

disponibilidad de nuevos marcadores inmunohistoquímicos asociados a 

diferenciación plasmocelular puede ayudar a definir un fenotipo característico 

de esta entidad que permita la distinción con el Linfoma B Difuso de células 

grandes convencional de tipo ABC.  

Nuestros resultados(3) demuestran un fenotipo característico del linfoma 

plasmablástico con coexpresión de PRDM1/Blimp1 y XBP1s junto con ausencia  

o niveles bajos de expresión de marcadores de células B (PAX5 y CD20). Este 

fenotipo es muy inusual en casos de LBDCG NOS con 5 de 111 casos en 

nuestra serie control. De hecho, después de la reevaluación morfológica e 

inmunohistoquímica 2 de ellos fueron considerados linfoma plasmablástico. Los 

otros tres casos pueden pertenecer a la categoría descrita como LBDCG con 

marcada diferenciación secretora al mantener una expresión intensa de CD20 y 

PAX5(126). Así, este fenotipo plasmablástico completo (PRDM1/Blimp1 y 

XBP1s positivos y CD20 y PAX5 débilmente positivos o negativos) ayudan a 

distinguir estos tumores del linfoma B difuso de célula grande convencional. 

Estudios posteriores de otros grupos de investigación han encontrado un 
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fenotipo equivalente en linfomas B ALK positivos, que típicamente muestran 

una morfología, fenotipo y curso clínico semejantes a los linfomas 

plasmablásticos aquí estudiados(127).  

Este fenotipo, aunque es más frecuente en los casos positivos para el virus de 

Epstein-Barr también se encuentra en casos EBV negativos. En este sentido 

EBV se ha visto implicado en la represión del programa de identidad B a través 

de varios mecanismos como la hipermetilación del promotor de PAX5(128), 

induciendo al mismo tiempo la activación y acumulación nuclear de XBP1s,  

mediada por la respuesta denominada de stress del retículo endoplásmico (ER-

stress response)(129). Otras consecuencias de la expresión de un programa de 

diferenciación terminal incluyen la pérdida de expresión de MHCII(61), debida a 

la represión de CIITA por parte de PRDM1/Blimp1(130). Esta regulación de la 

expresión de MHCII se ha demostrado in situ (en tejido) en un trabajo 

independiente sobre esta misma serie de casos(131) y en una serie 

independiente(132). La pérdida de expresión de MHCII podría estar 

relacionada con el curso clínico desfavorable de estos casos, debido a sus 

efectos sobre la inmunovigilancia antitumoral como se ha sugerido en la 

literatura(133). 

Algunos casos de morfología plasmablástica muestran un fenotipo 

plasmablástico variante (defectivo) que puede reflejar los diferentes estadios en 

la diferenciación terminal gradual de las células B(65) (Figura 15). El 

descubrimiento de estos fenotipos plasmablásticos, completo y variante es 

consistente con los hallazgos previos de Balague y cols en relación con la 

expresión de XBP1s en diferentes tipos de linfoma(66). Estos autores, 
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utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce las formas citoplásmica y 

nuclear de XBP1s llegaron a conclusiones semejantes a las nuestras en 

relación con la heterogeneidad en la expresión de XBP1s en linfomas 

plasmablásticos y el impacto clínico de la expresión de la proteína en LBDCG 

convencional. Las diferencias en la proporción de casos de LBDCG positivos 

para XBP1s pueden ser debidas al uso de diferentes anticuerpos, uno 

monoclonal que reconoce sólo la forma procesada de la proteína en nuestro 

estudio (véase descripción del monoclonal en referencia(67)) y otro policlonal 

en el estudio de Balague y cols(66). 

 

Figura 15 (de referencia(3)): El uso de un panel de IHQ que incluye PAX5, CD20, 

PRDM1/Blimp1 y XBP1s permite definir un inmunofenotipo plasmablástico que se expresa de 

forma variable en los casos de linfoma plasmablástico. El grado variable de diferenciación 

define un espectro de lesiones que abarca desde el linfoma B difuso de células grandes 
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convencional al linfoma plasmablástico e identifica un grupo de linfomas B agresivos con 

rasgos fenotípicos intermedios entre linfomas B difuso de células grandes y linfoma 

plasmablástico (LBDCG con fenotipo plasmablástico parcial). 

En relación con la relevancia clínica del diagnóstico de linfoma plasmablástico, 

se desprende de nuestra serie que este tipo de neoplasia se comporta 

clínicamente de forma agresiva, responde mal a la terapia y tiene tiempos 

cortos de supervivencia global y libres de progresión. Existen claras diferencias 

en relación con tasas de respuesta y supervivencia al compararlo con LBDCG 

convencional. Incluso cuando se realiza la comparación con la forma no-GCB 

del LBDCG, la forma más agresiva del LBDCG, las diferencias siguen siendo 

significativas (figura 10).  

Nuestros datos demuestran asimismo una relación entre la adquisición de un 

fenotipo plasmablástico parcial por parte del LBDCG y la agresividad clínica. 

Cuando los casos de LBDCG convencional se agrupan en función  de la 

expresión inmunohistoquímica de PRDM1/Blimp1, se identifica un grupo de 

pacientes de pronóstico intermedio entre el linfoma plasmablástico y el LBDCG 

convencional PRDM1/Blimp1 negativo. Aunque la expresión de PRDM1/Blimp1 

se asocia con un fenotipo no-GCB según el algoritmo de Hans(57), estos casos 

PRDM1/Blimp1 positivos representan sólo una minoría (28 casos, 34%) en 

nuestra serie. Existen fenómenos de mutación y represión epigenética de 

PRDM1/Blimp1 que se encuentran de forma relativamente frecuente en casos 

de LBDCG (25-32 % de los casos para las mutaciones del gen)(134, 135) y que 

presumiblemente bloquean la diferenciación terminal en LBDCG. Es probable 

que los casos que sobreexpresan PRDM1/Blimp1 no presenten estas 

alteraciones genéticas. 
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La explicación biológica a la escasa respuesta de los casos de linfoma 

plasmablástico a las terapias habituales con quimioinmunoterapia con 

anticuerpos monoclonales antiCD20 podría estar relacionada con la pérdida 

parcial o completa de marcadores de superficie B(136) asociada a la 

adquisición de un programa de diferenciación terminal(62). Adicionalmente la 

pérdida de expresión de MHCII que se observa en estos casos, de forma 

coordinada con la adquisición de PRDM1/Blimp1 podría jugar un papel en la 

curso clínico adverso de estos pacientes(132). Recientemente se ha descrito la 

presencia de reordenamientos de Ig-MYC en un porcentaje significativo de 

casos de linfoma plasmablástico (próximo al 50%)(137, 138). Este evento, 

cuando se encuentra asociado a otras anomalías citogenéticas en el contexto 

de cariotipos complejos, se asocia con curso clínico agresivo en LBDCG(139-

141) y podría contribuir a la agresividad intrínseca de esta neoplasia. Así la 

coexpresión desregulada de C-MYC y Blimp1-XBP1s muestra efectos 

cooperativos en la inducción de un fenotipo agresivo en el linfoma 

plasmablástico. 

Este programa transcripcional caracterizado por la sobreexpresión de XBP1s y 

su traslocación nuclear abre una nueva ventana terapéutica al uso de 

inhibidores del proteosoma que desestabilicen la respuesta de proteínas 

desplegadas (unfolded protein response) en la que está implicada XBP1s(142-

144). Así, la inhibición del proteosoma se ha demostrado útil en casos de 

LBDCG de fenotipo activado(125) y casos aislados de linfoma 

plasmablástico(145). 
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Algunas de las entidades clinicopatológicas que recientemente se han aislado 

del LBDCG NOS tienen carácter provisional en la clasificación vigente de la 

OMS, debido en parte a la escasa evidencia acumulada sobre sus 

características clinicopatológicas. Este es el caso del Linfoma B difuso de 

células grandes asociado a EBV y edad avanzada. Este tipo de linfoma, 

inicialmente descrito como desorden linfoproliferativo B asociado a EBV y 

senilidad(35) se considera en parte consecuencia del deterioro inmunológico 

asociado con la edad avanzada y supone del 8 al 10% de los casos de LBDCG 

en pacientes del este de Asia, sin inmunodeficiencia previa(36, 37). Sin 

embargo la evidencia disponible sobre su incidencia y características clínicas, 

patológicas y fenotípicas en nuestro medio es limitada(38, 39). 

Este subtipo emergente de LBDCG se caracteriza por un curso clínico agresivo 

y un mayor riesgo de fallo del tratamiento que el LBDCG convencional EBV 

negativo(91) o el linfoma de Hodgkin clásico EBV positivo en pacientes 

añosos(146). Esta conducta clínica agresiva se ha puesto en relación con las 

características clínicas de la población afecta ya que se encuentra una relación 

entre la presencia de EBV y factores de alto riesgo clínico como son la edad 

avanzada, estadio avanzado, más de una localización extraganglionar, IPI 

elevado y presencia de síntomas B(91, 146). 

Sin embargo hay muy pocos datos sobre las características biológicas de esta 

neoplasia que expliquen su carácter agresivo o contribuyan a la identificación 

de marcadores diagnósticos o dianas terapéuticas para esta subpoblación de 

pacientes de alto riesgo. En nuestro trabajo demostramos que el linfoma B 

difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad avanzada es una 
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neoplasia B agresiva con una activación intensa de la vía de NFkB en las 

células neoplásicas. Esta hiperactivación de la vía está relacionada con la 

infección por EBV y se da tanto en las formas de tipo GCB como ABC.  

La mayoría de los casos recogidos muestran una presentación ganglionar 

inicial, aunque la presentación extraganglionar se ha descrito como frecuente 

en series previas(35, 146, 147). Morfológicamente estos tumores muestran una 

variedad de patrones de crecimiento y diferenciación que deben ser 

reconocidos para realizar un diagnóstico de sospecha previo a la confirmación 

con estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ. Todos los casos 

excepto uno mostraron una histología polimorfa con una marcada variabilidad 

en el tamaño celular y diferenciación a lo largo del tumor. Se observó una 

marcada diferenciación inmunoblástica/plasmocitoide en los casos de tipo 

linfoma B de célula grande y del tipo semejante a desorden linfoproliferativo 

polimorfo que puede ser una buena clave diagnóstica. El caso de patrón 

monomorfo mostró características inmunoblásticas también. Esta diferenciación 

inmunoblástica, junto con áreas de necrosis geográfica han sido descritos 

como características frecuentes en esta neoplasia(35, 146, 147). Más complejo 

es el diagnóstico diferencial con linfoma de Hodgkin clásico EBV positivo en 

pacientes añosos. En nuestra serie hemos utilizado tres criterios sencillos para 

clasificar el caso como LBDCG EBV positivo en lugar de linfoma de Hodgkin: 

(1) morfología consistente con desorden linfoproliferativo polimorfo y mayor 

densidad de células grandes y blastos que la esperada en linfoma de Hodgkin;   

(2) expresión de marcadores de diferenciación B con expresión moderada o 
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intensa de CD20 en >50% de la celularidad neoplásica y (3) positividad para 

EBV-EBER en células grandes e intermedias. 

La combinación de determinadas características clínicas y fenotípicas es de 

utilidad en el reconocimiento de esta entidad. Así el diagnóstico de LBDCG 

EBV positivo asociado a la edad avanzada se ve favorecido si se encuentra 

necrosis geográfica, expresión franca de marcadores de línea B como CD20 y 

CD79, la presencia de restricción de cadenas ligeras(36, 37), expresión de 

EBNA2 y una marcada reacción citotóxica de células T acompañante(147). Una 

característica particularmente útil de este tipo de linfoma, atípico en el linfoma 

de Hodgkin clásico es la variedad de tamaños celulares en las células EBV 

positivas cuando se identifican con CD20 y EBV-EBER. Hemos utilizado este 

criterio como válido, de acuerdo con lo descrito para otros desórdenes 

linfoproliferativos EBV positivos(148). La positividad para CD15, que ha sido 

considerada durante mucho tiempo como un factor discriminante entre LBDCG 

y linfoma de Hodgkin clásico(35, 37, 147) se ha encontrado recientemente en 

lesiones distintas de Hodgkin clásico (particularmente úlceras mucocutáneas 

EBV positivas(148)), sugiriendo que la presencia o ausencia de CD15 no se 

debe considerar un factor determinante en este diagnóstico diferencial. 

Los estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ cromogénica (HISC) 

nos han permitido demostrar que EBV está presente en una proporción 

significativa de la población neoplásica (mediana de 80% mediante HISC).  

Tanto la hibridación in situ para EBER como la expresión IHQ de EBV-LMP1 

son métodos válidos para la detección de EBV pero el primero es más sensible 

ya que EBV-LMP1 no siempre es positivo y, cuando lo es, se encuentra en un 
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porcentaje menor de células (Figura  13). Los tumores también mostraron 

elevada proliferación y sobreexpresión de la proteína antiapoptotica BCL2. 

Estas dos características pueden estar parcialmente relacionadas con su 

pronóstico desfavorable como ocurre en series clásicas de LBDCG 

convencional y linfoma de Hodgkin clásico(100, 149). 

En relación con la distinción en los subtipos GCB y ABC de LBDCG, hemos 

encontrado que los casos de LBDCG EBV positivos asociados a edad 

avanzada muestran de forma habitual un fenotipo de célula B activada. 

Adicionalmente hemos descrito la activación de las vías clásica y alternativa de 

NFkB, determinada por la acumulación nuclear y procesamiento de las 

proteínas relacionadas con NFkB p105/p50 y p100/p52, en una gran proporción 

de los casos  y con una frecuencia mayor a la observada en muestras 

pareadas de LBDCG EBV negativo. Además, aunque con el algoritmo de Choi 

se identifican más casos de fenotipo GCB que con el de Hans en esta serie, 

ambos tipos, GCB y ABC, muestran actividad incrementada de NFkB. Esta 

hiperactivación de NFkB provee una base racional para terapias con 

inhibidores de esta vía(150).   

Publicaciones posteriores han confirmado la sobreexpresión de CD30 y 

subunidades de NFkB como p50 en estas neoplasias en comparación con los 

LBDCG EBV negativos(151). Adicionalmente se ha corroborado que estos 

tumores muestran un perfil de expresión génica característico con 

sobreexpresión de la vía de NFkB y JAK/STAT(151, 152). 

Basándonos en nuestros resultados se deduce que la infección por EBV debe 

jugar un papel directo en la activación de NFkB. Este efecto de EBV en la 
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activación de NFkB está bien establecido desde el punto de vista experimental. 

Se sabe que EBV puede inducir respuestas de NFkB mimetizando la 

señalización de BCR y CD40 a través de las proteínas LMP2A(153, 154) y 

LMP1(155, 156), respectivamente.  Adicionalmente la expresión de EBV-LMP1 

induce linfomas B en ratones transgénicos(157). Recientemente se ha 

confirmado que la infección de líneas celulares de LBDCG con EBV induce, per 

se, sobreexpresión de NFkB y JAK-STAT(152). Estos datos son consistentes 

con la escasez de mutaciones en genes que activan de forma patológica la vía 

de NFkB como MYD-88, CARD11 y CD79B en estos casos(158), lo que 

sugiere que el efecto transformante de EBV es suficiente para explicar la 

hiperactivación de NFkB presente en estos tumores. 

V CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La hipótesis de esta tesis doctoral es que la expresión de determinados 

marcadores biológicos en las muestras tumorales de Linfoma B Difuso de 

células grandes tiene un impacto en la conducta biológica de estas neoplasias 

y, por consiguiente, en el pronóstico clínico de los pacientes, en relación con 

supervivencia global y respuesta a la terapia habitual. Estos marcadores 

pueden ser de utilidad diagnóstica en la identificación de fenotipos específicos 

y entidades clinicopatológicas concretas. 

Así hemos encontrado que:  

- La proteína GCET1 está restringida a un subgrupo de células B del 

centro germinal y linfomas B derivados del centro germinal. La expresión 

de esta proteína en muestras diagnósticas se puede utilizar en el 

reconocimiento del Linfoma B Folicular, Linfoma de Hodgkin de tipo 
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predominio linfocítico nodular, Linfoma B rico en células T e histiocitos y 

un subgrupo de linfomas de Hodgkin clásico (LHC, rico en linfocitos). La 

expresión de GCET1 es de utilidad en el diagnóstico diferencial del 

linfoma B folicular con el linfoma de la zona marginal y linfoma del 

manto(1). Posteriormente otros grupos han confirmado la utilidad de la 

expresión de la proteína GCET1 en la subclasificación pronóstica del 

LBDCG(52, 58, 59). 

- Una firma de microARNs tiene impacto pronóstico en pacientes con 

LBDCG tratado con quimioinmunoterapia convencional (R-CHOP). La 

integración de la firma de microARNs con el índice pronóstico 

internacional (IPI) identifica un subgrupo de pacientes de alto riesgo con 

una supervivencia global a los dos años menor del 50%. Por lo tanto 

esta aproximación puede ser de utilidad para refinar la predicción 

pronóstica en pacientes con LBDCG con la intención de asignar terapias 

ajustadas al riesgo biológico(2).  Esta firma de microARNs ha sido 

validada en una serie independiente de pacientes tratados en el contexto 

de ensayos clínicos(121). 

- El uso de una combinación restringida de marcadores 

inmunohistoquímicos (CD20, PAX5, PRDM1/Blimp1 y XBP1s) permite 

una definición precisa de la diferenciación terminal en linfomas B 

agresivos y facilita la identificación del fenotipo característico del linfoma 

plasmablástico. Asimismo se identifica un subgrupo de Linfomas B de 

células grandes con características fenotípicas intermedias entre 

LBDCG NOS y linfoma plasmablástico que muestran una conducta 

clínica agresiva con las terapias convencionales(3).  
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- El linfoma B difuso de células grandes EBV positivo asociado a la edad 

avanzada es una neoplasia B clonal, con marcada hiperactivación de la 

vía de NFkB en las células neoplásicas, independientemente del 

fenotipo GCB o ABC. El curso clínico es agresivo con limitada 

supervivencia global y libre de progresión con las terapias estándar.  La 

hiperactivación de NFkB, asociada con la infección por EBV, debe servir 

de base racional para el diseño de ensayos clínicos con nuevos 

fármacos para estos pacientes(4). 

Así parece demostrado que la caracterización biológica de los casos de linfoma 

B de célula grande es la base para el desarrollo de terapias más efectivas para 

los pacientes con mal pronóstico. La insuficiencia de los modelos basados en 

parámetros clínicos para la identificación precoz de los pacientes refractarios a 

la terapia y de mal pronóstico estimula la búsqueda de estos marcadores 

biológicos que idealmente deben ser capaces de predecir la respuesta a la 

terapia, más allá de tener un valor meramente pronóstico de supervivencia 

global o libre de progresión. El avance en la subclasificación molecular del 

LBDCG permitirá en un futuro reciente un abordaje terapéutico personalizado 

para casos con diferentes alteraciones genéticas de base. De hecho ya se 

están probando nuevas terapias, actualmente en fase de ensayo clínico que 

toman ventaja del conocimiento de las características moleculares de los 

linfomas y tratan de inhibir vías moleculares desreguladas como consecuencia 

de múltiples alteraciones genéticas, como las vías de NFkB, JAK/STAT, BCR y 

el eje C-MYC-Blimp1-XBP1s. Por ejemplo, una línea de avance en el 

tratamiento del LBDCG es  el uso de inhibidores de BTK (ibrutinib) en pacientes 
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con LBDCG refractario de tipo ABC(33, 34). Toda una serie de ensayos 

preclínicos sugieren diferentes dianas y fármacos específicos para los diversos 

grupos moleculares de LBDCG(159-161). De este modo se espera que esta 

subclasificación molecular del LBDCG se incorpore gradualmente al proceso 

diagnóstico clínico.  

 

VI PACIENTES, MATERIALES Y MÉTODOS 

A continuación se enumeran los pacientes, materiales y métodos utilizados en 

el desarrollo del cuerpo de esta tesis doctoral. Se puede encontrar el detalle en 

los cuatro manuscritos originales anexos. 

1. Cuantificacion de la expresión de ARN mensajero. Tecnología basada en 

micromatrices. Extracción de ARN, preparación del ADNc e hibridación en 

micromatrices. (1, 2) 

2. Análisis de datos de expresión de ARN mensajero. Análisis de expresión 

diferencial con tejido contrapartida normal.  Identificación de vías multigenicas y 

genes de relevancia funcional (GSEA)(2).   

3. Generación de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a proteinas de 

interés. Producción del anticuerpo antiGCET-1.(1) 

4. Análisis de expresión de proteínas y ARN en tejido. Proceso de marcaje 

inmunohistoquimico de las muestras. Valoración de la tinción 

inmunohistoquimica e hibridación in situ EBV-EBER. Uso de micromatrices de 

tejido (tissue microarrays, TMA) en la valoración inmunohistoquimica y de 

hibridación in situ de multiples muestras(1-4).   
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5. Hibridación in situ fluorescente FISH para la detección de traslocaciones 

genéticas (C-MYC, BCL2, BCL6)(4). 

6. Cuantificacion de la expresión de microARNs. Tecnología basada en 

micromatrices. PCR cuantitativa a tiempo real para la medición de la expresión 

de microARNs extraidos de tejido parafinado(2).  

7. PCR para la detección de clonalidad de IgH, cadenas ligeras y TCR(4). 

8. Diseño clinico. Estudios retrospectivos. Recogida de datos clinicos. 

Formularios de recogida especificos.  Objetivos clinicos relevantes (Factores 

clínicos de riesgo (IPI), Supervivencia Global, Supervivencia libre de 

Progresión)(2-4).   

9. Análisis estadístico. Correlacion de los datos de expresión a multiples niveles 

(ARN mensajero, proteína, microARNs) con datos de relevancia clinica. Uso de 

programas estadísticos (SPSS, entre otros). Curvas de supervivencia Kaplan-

Meier, Análisis de regresión de Cox uni y multivariante. Generacion de modelos 

pronósticos mutigénicos y en combinación con variables clínicas(2). 
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