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RESUMEN

El Linfoma Hodgkin clasico (LHc) es la neoplasia linfoide mas frecuente y cuyas
caracteristicas epidemioldgicas y bioldgicas son consideradas uUnicas entre los linfomas.
Presenta una composicién celular en la que su estroma inflamatorio es el principal
protagonista y sus células tumorales, también denominadas células Reed-Sternberg, son
practicamente inexistentes. Su origen celular siempre fue controvertido pero actualmente el
LHc es considerado una neoplasia clonal de células B que debido a un proceso de
reprogramacion génica pierden su fenotipo habitual y expresan una amplia variedad de
marcadores de otras estirpes hematopoyéticas.

A pesar de las variadas hipédtesis etioldgicas que han ido surgiendo a lo largo de los

tiempos, la patogénesis de esta enfermedad sigue siendo bastante desconocida.
Desde el descubrimiento del Virus Epstein-Barr (VEB) en 1964, se conoce su asociacién con
varias enfermedades malignas. Su presencia en una proporcion de células tumorales Reed-
Sternberg (RS) hizo especular sobre su posible implicacidon en esta enfermedad. Ademas, se ha
demostrado que los individuos que habian padecido mononucleosis infecciosa tenian un riesgo
superior de desarrollar LHc. Todo ello, junto a multiples evidencias moleculares sostiene la
hipdtesis de su implicacion etiopatogénica en el LHc. Pero, éPor qué no todos los pacientes
infectados desarrollan la enfermedad? Se conoce que el virus no es suficiente para el
desarrollo tumoral y necesita la participacién de otros factores que favorezcan su potencial
oncogénico, como el microambiente inflamatorio. De esta forma se establece una compleja
red de interacciones moleculares que activan de forma aberrante mdltiples vias de
sefializacion y factores de transcripcidon que permiten el desarrollo del LHc. Las principales vias
disreguladas son la NF-kB y JAK/STAT que presentan frecuentemente mutaciones en varios
genes reguladores. Esto hace especular sobre la contribucién de algunos aspectos genéticos y
locis de riesgo que ademas podrdn explicar el desarrollo de esta enfermedad en pacientes
seronegativos. También se han detectado recientemente polimorfismos en las moléculas de
HLA que predisponen el escape tumoral tanto de las células Reed-Sternberg infectadas como
las que presentan negatividad al virus, constituyendo igualmente otro factor de riesgo.

Este trabajo revisa todos estos aspectos ya que creemos que el conocimiento de su
etiologia y mecanismo etiopatogénico podria ofrecer estrategias terapéuticas mas dirigidas y

con mejores resultados futuros a los enfermos del LHc.

Palabras clave: Linfoma Hodgkin clasico, virus Epstein-Barr, microambiente inflamatorio,

susceptibilidad genética



ABSTRACT

Classical Hodgkin lymphoma (HLc) is the most common lymphoid malignancy and it is
considered a unique disorder among the lymphomas because of its epidemiological and
biological characteristics. It has a cellular composition in which the inflammatory stroma is the
main constituent and its tumor cells, named Reed-Sternberg cells (RS), are almost nonexistent.
Its cellular origin was always controversial but nowadays the LHc is considered a clonal B cell
malignancy that has lost their normal phenotype and expresses a wide variety of other
hematopoietic markers due to a genetic reprogramming process.

In spite of having emerged multitudinal etiological explanations in the last years, the
pathogenesis of this disease remains largely unknown. Since the discovery of Epstein-Barr
Virus (VEB) in 1964, it has been associated with different malignancies. The infection of some
Reed-Sternberg cells suggests that this virus could be involved in HLc. Furthermore, it has
being shown that individuals who had suffered infectious mononucleosis have a higher risk of
developing this malignant disorder. Both aspects together with various molecular evidences
support the etiological involvement of VEB in LHc.

However, why not all infected patients develop this disease? It was also found that the
virus itself is insufficient and needs the coexistence of other beneficial factors such as the
inflammatory microenvironment which could stimulate its oncogenic potential. Furthermore,
this complex molecular interactions network could activate multiple signaling pathways and
transcription factors which certainly contribute to LHc development. NF-kB and JAK/STAT are
the main deregulated pathways and it is also known that both commonly have mutations in
several regulator genes. This evidence leads us to speculate on the contribution of some
genetic risk Joci for HLc which also might explain the development of this disease in VEB-
uninfected patients. Additionally, it was recently detected some HLA polymorphisms which
could also be considered a risk factor as it might contribute to both infected and uninfected
cells escape from apoptosis.

This work reviews all these aspects because we wholeheartedly believe that expanding
knowledge of etiology and pathogenic mechanisms on HLc disease could provide to patients

with more targeted and better therapies in the near future.

Keywords: Classical Hodgkin lymphoma, Epstein-Barr virus, inflammatory microenvironment,

genetic susceptibility



INTRODUCCION

El Linfoma Hodgkin (HL) o también denominada Enfermedad de Hodgkin (EH) es una
neoplasia primaria de los ganglios linfaticos, de indole granulomatosa, constituida por una
celularidad tumoral caracteristica, entremezclada con un importante componente celular
inflamatorio reactivo ™.

Nuestro trabajo se centra en el estudio del complejo papel etiopatogénico del virus Epstein-
Barr (VEB) en el Linfoma Hodgkin clasico (LHc), la principal variante de esta enfermedad y la
Unica que presenta una aparente asociacidon con este virus. A pesar de su poca incidencia, el

| @ Es una enfermedad con

LHc es considerado el linfoma mas frecuente del mundo occidenta
predominio en la poblacién joven y anciana que presenta escasa expresividad clinica . En
algunos casos es posible describir sintomas B (fiebre, sudoracion profusa y pérdida de peso)
gue son caracteristicos pero muy inespecificos B4 A pesar de ello, el LHc es una enfermedad
potencialmente curable con una supervivencia general del 85%, aproximadamente. Sin
embargo, sus tratamientos quimio y radioterdpicos tradicionales se revelan extremadamente
agresivos. Sus complicaciones futuras son especialmente temibles ya que determinard un
aumento del riesgo de segundas neoplasias, enfermedades cardiovasculares y muerte
prematura. Los problemas futuros de infertilidad son otro aspecto que parece inicialmente
insignificante pero que puede revelarse psicolégicamente devastador en las edades
reproductivas. Recientes estudios han observado que aun cuando se preserva la fertilidad, el
50% de las mujeres presentan fallo ovario prematuro y el 65% de la poblacién masculina
presenta disfuncidon gonadal precoz. Todo ello condiciona un impacto psicosocial importante y

¥ Ciertamente, el

una importante alteracién en la calidad de vida de estos pacientes
conocimiento del origen y patogénesis del LHc podria establecer nuevas dianas terapéuticas y
adaptar los tratamientos actuales a estrategias mds dirigidas que podrian disminuir
considerablemente los efectos secundarios tan temibles por estos pacientes . Sin embargo,
su escasa incidencia asi como su especial composicidon celular dificultan ampliamente su
estudio y hacen que su origen siga siendo todavia bastante incierto en la actualidad [2:35]
Aparentemente, el VEB es el factor que mayor implicacién etiopatogénica presenta pero
existen cada vez mas evidencias que hablan a favor de una posible predisposicion genética
como base de su potencial oncogénico y como la probable justificacién del desarrollo de la
enfermedad en pacientes seronegativos >*®”). Con base en esto, intentaremos adentrarnos en
el papel del virus en los principales mecanismos y vias implicadas en la patogénesis de esta

enfermedad, asi como la contribucion del microambiente celular y de ciertos aspectos génicos

recientemente descubiertos.



LINFOMA DE HODGKIN

El Linfoma Hodgkin es una entidad maligna que presenta unos rasgos epidemioldgicos
y biomoleculares unicos que desde siempre ha despertado un interés por parte de patélogos e
investigadores

Desde el punto de vista citoldgico, la célula de Reed-Sternberg (RS) constituye el
principal elemento diagnéstico, si bien su presencia no es patognomaénica de esta enfermedad
B8 A pesar de las distintivas caracteristicas que definen estas células, su identificacion es
dificil de lograr ya que, curiosamente, el Linfoma de Hodgkin es la Unica neoplasia en la que su
poblacién tumoral representa menos del 1% del total de la celularidad del tumor 7#.. Por ello,
el gran protagonista de esta enfermedad es, indudablemente, su microambiente inflamatorio.
En él se hallan tipicamente linfocitos B y T, histiocitos, células epitelioides, neutréfilos,
eosindfilos, células plasmaticas y fibroblastos, como resultado de la liberacion de citocinas
inflamatorias .

Dentro del LH, nos encontramos dos entidades patolédgicas diferentes: Linfoma
Hodgkin clasico y Linfoma Hodgkin de predominio linfocitico nodular (LHPLN). Ambos difieren
en incidencia, prondstico y contexto clinico Bl Sin embargo, la principal diferencia la establece
la propia célula Reed-Sternberg en cuanto a su morfologia, inmunohistoquimica y relacion con
el virus Epstein-Barr ™' En realidad, el LHc es el mas incidente y el que retne la mayoria
de las caracteristicas tipicas de los Linfomas Hodgkin. Esta entidad incluye cuatro subtipos
histopatoldgicos: esclerosis nodular (EN), celularidad mixta (CM), predominio linfocitico (PL) y

deplecion linfocitaria (DL) 52,

Antecedentes historicos

A pesar de la existencia de descripciones de algunas enfermedades linfoproliferativas
desde 1666 por Marcello Malpighi, posiblemente el punto de inicio de los Linfomas haya sido
en la primera mitad del siglo XIX, cuando Thomas Hodgkin presenté ante la Sociedad Médico-
Quirurgica Inglesa su trabajo sobre el estudio anatomo-patoldgico (sin descripcidn histoldgica)
de siete casos de adenopatias y esplenomegalia **2.

“One some morbid appearances of the absorbent glands and spleen (...) The morbid
alterations of structure which | am about to describe are probably familiar to many practical
morbid anatomists, since they can scarcely have failed to have fallen under their observation in
the course of cadaveric inspection. They have not, as far as | am aware, been made the subject
of special attention, on which account | am induced to bring forward a few cases in which they

have occurred to myself. nl13]



Thomas Hodgkin creia que estos hallazgos no deberian ser considerados consecuencias
de otras enfermedades ya conocidas, como la Tuberculosis.
“... this enlargement of the glands [lymph nodes] appeared to be a primitive [primary] affection
of those bodies, rather than the result of an irritation propagated to them [via lymph vessels]

from some ulcerated surface or other inflamed texture..." ™!

En su época, los términos “neoplasia” y “malignidad” no eran todavia conocidos. A
pesar de ello, Hodgkin estaba convencido de que la escasa sintomatologia en casos tan
avanzados como los que él habia descrito probablemente escondiera una enfermedad mortal.
"A pathological paper may perhaps be thought of little value if unaccompanied by suggestions

designed to assist in the treatment, either curative or palliative;... | have nothing to offer."™

En 1865, Samuel Wilks, publicd un articulo titulado “Enfermedad Larddcea” en el que
claramente mencionaba el trabajo de Hodgkin. En este articulo, Wilks describié 45 casos,
destacando cuatro de ellos en particular que correspondian a cuatro de los siete descritos
originalmente por Hodgkin. Wilks dio una descripcién mas detallada de los casos, incluyendo
tanto datos clinicos como anatdmicos, por lo que se ha dicho que bien podria haberse llamado
“Enfermedad de Wilks”. Sin embargo, en su articulo él mismo llamé a esta entidad
“Enfermedad de Hodgkin”, concepto que ha perdurado hasta la actualidad 2.

En 1865, Wilks realizé por primera vez una descripcion histolégica de los Linfomas
Hodgkin. Sin embargo, fue solamente en 1892 cuando Carl Sternberg y posteriormente
Dorothy Reed en 1902, describieron en detalle las caracteristicas de las células tipicas de esta
entidad, las células Reed-Sternberg. A pesar de que, curiosamente, ninguno de los dos las

interpretd inicialmente como malignas >3,

Epidemiologia descriptiva

El LH supone aproximadamente el 1% de todas las neoplasias y el 10% de todos los
Linfomas. En Europa, presenta una incidencia anual de tres nuevos casos por cada 100.000
habitantesy a diferencia de los Linfomas no-Hogdkin, ésta parece haberse mantenido bastante
estable a lo largo del tiempo 7.

Con respecto a la edad al momento del diagnéstico, el LH presenta una distribucion
bimodal que varia en dependencia de la localizacidn geografica "**. Los paises desarrollados
tienen un primer pico de incidencia en la tercera década de la vida. Mientras que los no

industrializados lo presentan en edades mads tempranas, habitualmente antes de la

adolescencia ™. Ambos presentan un segundo pico de incidencia a partir de los 50 afios que



puede deberse a la confusion diagndstica con otras entidades clinicas similares, como el
Linfoma Anaplasico y el Linfoma de células B ™.
Entre los dos tipos de LH, el Linfoma Hodgkin clasico es claramente el mas incidente,

) 27181 "E| predominio entre sus

representando el 95% de todos los casos detectados (Fig.1
subtipos histolégicos varia seglin la edad. De forma general, el subtipo mas frecuente es la
esclerosis nodular que representa un 70% de los casos, seguido de la celularidad mixta con una
incidencia del 20-25%, ambas con predominio en la poblacién adulta joven. Sin embargo, es
importante mencionar que en los paises no industrializados este orden de frecuencia se
invierte, siendo mas incidente la CM y con mayor predominio en la infancia. El predominio
linfocitico es el tercero mas frecuente, englobando el 5% del total de casos, en especial a partir
de los 50 anos. La deplecion linfocitica es el subtipo menos incidente, con cerca del 1% de los
pacientes, siendo tipico entre la poblacién mas anciana e inmunodeprimida >4,

Analizando estos datos, podriamos establecer una relacion entre los diferentes subtipos del
LHc y la curva de distribucion bimodal. De una forma general, el primer pico de incidencia
corresponderia a los subtipos mas frecuentes en la poblacién juvenil, EN y CM, que ademas
resultan ser los mds incidentes mundialmente. Por otro lado, el segundo pico comprenderia los
dos subtipos mas frecuentes en la poblacién mayor de 50 afios, PLy DL **4.

Por otro lado, se conoce que el LH es una enfermedad con importantes diferencias en

cuanto a sexo y raza. Su incidencia es claramente mayor en varones, con una relacién 1,5:2,1

(Fig.1) . También es mas incidente en los individuos caucasicos, seguido de los

afroamericanos e hispanos, presentando una menor frecuencia en individuos asiaticos [23],

A 7r B 7
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Fig.1: A) Todos los casos de LH, LHc y LHPLN; B) Distribucién del LHc por sexos.
[16] Jarrett RF, et al. 2003.

Consideraciones etioldgicas

El origen de los Linfomas Hodgkin siempre ha sido una incégnita para la comunidad
cientifica (Fig.2). Algunos estudios epidemiolégicos de brotes en comunidades y zonas
escolares sugieren la participacidon de un agente probablemente infeccioso. Hasta el momento,
el agente mas estudiado ha sido el virus Epstein-Barr cuya presencia se ha podido demostrar
en mas de la mitad de las células Reed-Sternberg analizadas' Sin embargo, su presencia no
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significa necesariamente que esté involucrado en la patogénesis de esta enfermedad. Aun asi,
esta hipotesis es muy probable ya que muchos datos sugieren que su presencia influye
considerablemente en la forma en la que las células neopldsicas escapan al sistema inmune
(11171 También se han estudiado otros posibles agentes infecciosos como potenciales co-
factores en el LHc como el citomegalovirus, el virus herpes 6 y 7, adenovirus y paramyxovirus
pero actualmente no existe evidencia suficiente que avale su implicacién patogénica .

Del mismo modo, se han descrito casos en los que individuos de la misma familia han
desarrollado esta enfermedad, por lo que se sospecha una posible susceptibilidad genética.
Ademas, se conoce que el LH es 99 veces mas frecuente en un gemelo homocigético que en la
poblacién general (261 También se ha encontrado una cierta agregacion familiar entre esta
entidad y otras enfermedades linfoproliferativas, aunque no esta claro si esta relaciéon es una
consecuencia de su propia patogénesis o de su tratamiento &%,

Entre las diversas hipdtesis etioldgicas, también se encuentran las alteraciones del
sistema inmunolégico. Se conoce que situaciones de inmunosupresién pueden ocasionar un

mayor riesgo de desarrollar LH, que con frecuencia presentan subtipos histoldgicos mas

agresivos como la deplecidn linfocitica.

Factores ambientales
Agentes infecciosos: VEB

Otros agentes desconocidos

Proliferacion monoclonal de linfocitos B

Respuesta inmune LTc

Inmunodepresion : (+) () .
HE : Escape apoptotico

: Estimulacion antigénica cronica :

Transformacion maligna

Enfermedad de Hodgkin

Fig.2: Mdltiples hipdtesis sobre la patogenia del Linfoma Hodgkin

Clasificacion histopatoldgica del Linfoma Hodgkin

La clasificacidn de los Linfomas Hodgkin ha sido desde siempre fuente de controversia
mundial. En 1940, Henry Jackson y Frederic Parker propusieron la primera clasificacion basada
en la histopatologia y presentacién clinica de esta entidad hasta ese momento conocida.
Describieron solamente tres subtipos que incluian el concepto de Paragranuloma, Granulomay
Sarcoma de Hodgkin (el
En 1963, Robert Lukes y James Butler describieron el concepto de esclerosis nodular y

celularidad mixta. También definieron otras variantes del Linfoma Hodgkin por lo que

presentaron una nueva clasificacién que incluya seis subtipos histopatoldgicos diferentes



(512191 p pesar de su utilidad, la comunidad cientifica la consideraba poco reproducible por lo
que en 1964 en una Conferencia en Rye, se decidid simplificarla, obteniéndose una
clasificacién con apenas cuatro categorias diagndsticas (Fig.3) ™.

En 1994 se publicé la clasificacion R.E.A.L propuesta por el International Lymphoma
Study Group ®?%. Esta clasificacion estaba basada en aspectos mas amplios que incluian datos
clinicos, morfoldgicos y fenotipicos, que permitieron aclarar la existencia de dos grandes
grupos de enfermedades, los Linfomas de Hodgkin y los no-Hodgkin que a su vez se

K 2% Ademads, se ha demostrado que el

estratificaron en neoplasias de células B, Ty N
Linfoma de Hodgkin comprendia dos entidades histopatoldgicas diferentes: Linfoma de
Hodgkin de predominio linfocitico nodular y Linfoma de Hodgkin cldsico, al que se agregd
ademas una nueva variante denominada “Rica en linfocitos” (Fig.3) %

Sin embargo, las sociedades Americana y Europea de Hematopatologia han llevado a
cabo una reedicién de estas entidades, dando origen a la clasificacién de la OMS (Organizacidn
Mundial de la Salud) publicada en 2001. En 2008 esta clasificacion ha sido actualizada con el
objetivo de simplificar su estratificacién, reconociéndose Unicamente las enfermedades cuyas
caracteristicas morfoldgicas y clinicas sean diferenciales, excluyendo las variaciones de

agresividad o de su grado histolégico **?.

Jackson y Parker (1940) Rye Conference (1966) R.E.A.L/OMS (1994/2008) ‘

Paragranuloma Predominio linfocitico Predominio linfocitico nodular (LHPLN)

Predominio linfocitico

Granuloma Esclerosis nodular Esclerosis nodular
Celularidad mixta Celularidad mixta
Sarcoma Deplecidn linfocitaria Deplecidn linfocitica

Fig.3: Evolucion temporal de las clasificaciones histoldgicas del Linfoma de Hodgkin

Curiosamente, y a pesar de las grandes modificaciones descritas desde 1994, la
division original de los Linfomas Hodgkin propuesta entonces siempre ha sido conservada en

posteriores actualizaciones [18,20.22]

Origen de las células Reed-Sternberg

El dilema sobre el origen de las células Reed-Sternberg domind casi todo el siglo XX
pese al vertiginoso progreso de la biologia molecular en esta época. Finalmente, en 1994,
Klppers Ry sus colaboradores concluyeron de forma definitiva que, en la mayoria de los casos,
estas células son clones de los linfocitos B ™. El proceso de maduracion se inicia cuando los
linfocitos B se activan por el antigeno, mediante la unién de los mismos al receptor de la célula
B (BCR) lo que provoca la migracion de las células B a los ganglios linfaticos donde se someten
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a multiples procesos que permiten su maduracidén y proliferacion 371

. Se sabe que su
proliferacién se caracteriza por un mecanismo de hipermutacién somadtica, en el que se
producen varios tipos de mutaciones, principalmente en los genes de la regién variable de las

cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas 7

. Este mecanismo es esencial porque
permite la seleccion de los linfocitos B con mayor afinidad antigénica. Sin embargo, cuando
estas mutaciones son prejudiciales y generan un codén stop o deleciones (mutaciones
incapacitantes) se altera la lectura génica que inducird la apoptosis celular en condiciones
normales (Fig.4) 3.8

Las células de Reed-Sternberg, al ser clones de linfocitos B, también evidencian
mutaciones somaticas y reordenamientos clonales de inmunoglobulinas. De hecho, este ha

sido el principal argumento a favor de su origen a partir de las células B (1351

Se ha podido
demostrar que las células Reed-Sternberg carecen de un BCR funcional y que una cuarta parte
presenta mutaciones incapacitantes pero debido a modificaciones en su expresién genética,

logran escapar a la respuesta inmunitaria y a la apoptosis >

. La pérdida del BCR funcional
podria explicarse por estas mutaciones pero, en la mayoria de las ocasiones, es causada por la

pérdida de factores de transcripcidon que regulan la expresion de genes tipicos de las células B.

®

Cell division I

®

Memory B cells

|
@

Plasma cells

Germinal
centre

Favourable
mutations

Antigen activated
naive B cell

Unmutated lg variable
region genes Unfavourable a
mutations | Fas-mediated

apoptosis

EBV and/or
other genetic events?

HRS cell

Fig.4: Origen de las células Reed-Sternberg
[2] Kapatai G, et al. 2007.

Caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas del LHc

El diagndstico del Linfoma de Hodgkin clasico se basa en varios aspectos que incluyen
la identificacién morfoldgica de la célula Reed-Sternberg (RS), la valoracién de su entorno
inflamatorio y el andlisis de su inmunofenotipo *?'.

Morfolégicamente, esta célula se caracteriza por su gran diametro (20-60um) y por
presentar un citoplasma amplio, baséfilo, tipicamente ocupado por una gran infinidad de

vacuolas de contorno impreciso 581 El nucleo es multiple, siendo frecuente la binucleacién con

dos elementos nucleares, enfrentados, dando una imagen en espejo (Fig.5). También es
9



posible encontrar células mononucleares, en cuyo caso se trata de una célula pre-Sternberg o
también denominada célula de Hodgkin (Fig.5). Ambas clases celulares presentan
caracteristicas similares, siendo lo mas llamativo el gran tamafo de sus nucléolos (similar al de
un hematie) y la intensisima basofilia de los mismos . La frecuente coexistencia de ambas
células en el mismo frotis ganglionar ha postulado una posible relacién entre ellas. Por ello,
desde siempre se pensd que las células de Hodgkin daban lugar a las células Reed-Sternberg
por endomitosis. Sin embargo, este concepto ha cambiado cuando Rengstl B y sus
colaboradores publicaron en 2013 la teoria de la re-fusidn celular. En este proceso, se daria la
fusion de varias células de Hodgkin entre si, lo que originaria las multinucleadas Reed-
Sternberg %%,

En los diferentes subtipos del Linfoma Hodgkin cldsico, es posible encontrar variantes
morfoldgicas de las células RS como las células lacunares, pleomdrficas y momificadas

(512221 1) a5 células lacunares presentan nucleos mas lobulados, nucléolos mas

(apoptdsicas)
pequefios y una retraccién del citoplasma que les da el aspecto de estar en una laguna (Fig.6).
Las células pleomoérficas tienen una forma nuclear bastante mds variable y las momificadas
presentan una importante pérdida de su volumen plasmatico, ya que se preparan para sufrir la
apoptosis (Fig.6) ™. Sj bien el diagnéstico de esta enfermedad sélo deberia hacerse cuando

se hallan células RS tipicas, también es posible realizarlo cuando se encuentran algunas de

[12]

estas variantes, por lo que su hallazgo es igualmente importante

Fig.5: A) Células Reed-Sternberg con sus nucléolos gigantes azul-violaceos (X1000; May-Griinwald-
Giemsa); B) Células de Hodgkin (X250; May-Griinwald-Giemsa)
[23] Woessner S, et al. 1983.
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Fig.6: A) Célula lacunar (X400; HE); B) Célula momificada (X250; HE)
[4] Agostinelli C, Pileri S. 2014.
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Desde el punto de vista inmunohistoquimico, las tres variantes del LHc presentan el
mismo fenotipo que las células Reed-Sternberg "%, Debido a su proceso de reprogramacion
génica, estas células pierden los marcadores tipicos de los linfocitos B, por lo que es rara la
positividad al CD20 (Fig.7). Asi mismo, es frecuente que presenten un inmunofenotipo similar
al de otras estirpes celulares con la expresién de marcadores de células T, especialmente CD3,
NOTCH.1, GATA3, de células citotdxicas, células dendriticas y células mieloides (2371 sin
embargo, lo mas tipico y que aparece en el 98% de estas células es la positividad a CD30
(Fig.7), un marcador que fue propuesto como posible molécula diana en terapias bioldgicas y
gue produjo resultados prometedores en casos LHc refractarios a los tratamientos

*l Estas células también suelen ser positivas para el CD15 (tipico de los

convencionales !
granulocitos y monocitos) en mas del 80% de los casos (Fig.7). Se conoce que ambos
marcadores, en especial el CD15, tienen importante valor prondstico, siendo su negatividad un
marcador de mala evolucidn clinica. Habitualmente presentan negatividad para el CD45 vy el
EMA (antigeno epitelial de membrana) (Fig.7) ®***?. Del mismo modo, es importante observar
cuidadosamente su entorno celular reactivo para confirmar que éste también presenta un
inmunofenotipo adecuado y compactible con el diagndstico del LHc. Sus componentes son

principalmente linfocitos T cooperadores, por lo encontraremos mucha positividad al CD4.

Ademas, es frecuente que los linfocitos que rodean a las células RS expresen ligandos CD30L y
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Fig. 7: Expresion de marcadores en las células Reed-Sternberg. A) CD30+ (X100); B) CD15+ (X400); C)
EMA+ (X250)

[4] Agostinelli C, Pileri S. 2014.

Los diferentes subtipos del Linfoma Hodgkin clasico difieren no solo en la morfologia
de las células Reed-Sternberg sino que también presentan otros factores discriminatorios
como son la composicién del entorno celular, el patron de crecimiento tumoral, e incluso sus

caracteristicas clinicas y patron de frecuencia de la infeccién por el virus Epstein-Barr (Fig.8) 2.
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Tipo de

Subtipo Frecuencia Demografia Localizacion Estadio Prondstico células Frecuencia
RS de VEB
Esclerosis Mas comun Adolescentes, Ganglios -1 Bueno Células LMP-1
nodular 70% adultos cervicales o lacunares  10-40%
Alto nivel jovenes + 28 supraclaviculares
socioeconomico  afios Mediastino 80%
Celularidad 20-25% Adultos < Ganglios -1V Agresivo R-S LMP-1
mixta Paises 50% (38 periféricos Frecuente
subdesarrollados  afios) VIH Bazo 30% 75%
MO 10%
Disminucion 1% Hombres 30- Ganglios Avanzado Agresivo R-S LMP-1
linfoide Paises 37 afios retroperitoneles I-Iv pleomor-  90%
subdesarrollados  Asociado a Bazo, MO, ficas
VIH higado
Rico en 5% > 40 afios Ganglios Avanzado Similar a EN R-S LMP-1
linfocitos 70% hombres  periféricos 111 50%

Masa mediastinal

15%

Fig.8: Caracteristicas diferenciales entre los subtipos del Linfomas Hodgkin clasico
[18] Torres L, y col. 2009.
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PAPEL DEL VIRUS EPSTEIN BAR

El virus Epstein-Barr (VEB) o virus herpes humano 4 (HHV-4), es un gamma herpes virus
gue pertenece a la familia Herpesviridae del genero Linphocryptovirus. Es un tipo de virus que
ademas de infectar, también puede establecer virulencia, incrementar la produccion de
inmunoglobulinas e inducir la proliferacion linfoide B 2%,

En 1958, Dennis Burkitt describid por primera vez las caracteristicas clinicas vy
patoldgicas del Linfoma de Burkitt y en su descubrimiento el investigador planteé ya la
posibilidad de que esta enfermedad estuviera en relaciéon con el VEB. Mas tarde, en 1964,
Epstein, Achong y Barr lograron identificar particulas del virus en muestras de uno de esos
tumores linfaticos africanos **%°.

En la actualidad se conocen varias evidencias que permiten vincular el VEB con varias
enfermedades malignas, como el carcinoma nasofaringeo y gastrico, la variante cldsica del
Linfoma Hodgkin y otros sindromes linfoproliferativos de células B %>, Sin embargo, el virus es
capaz de presentar diferentes formas de latencia, lo que hace que su rol etiopatogénico en

[11,25]

cada una de estas enfermedades sea muy variable y dificil de entender . Por ello, es

esencial conocer su estructura y sus modelos de latencia que se describiran a continuacién.

Caracteristicas estructurales

Como otros miembros de la familia Herpesviridae, el VEB es un ADN virus constituido
por una envoltura, un nucleo rodeado por una nucleocdpside icosaédrica con 162 capsémeros
y una proteina tegumentaria que se encuentra entre la nucleocapside y la envoltura .,
Ademas contiene una capa externa que permite diferenciarlo de otros herpes virus, ya que
contiene espiculas predominantemente glicoprotéicas (Fig.9) 2*?7..

En cuanto a su estructura gendmica, este virus posee un ADN lineal de doble cadena
de 184 kb, constituido por mas de 85 genes. Estos genes codifican diferentes productos
genéticos que se pueden dividir en cuatro clases: proteinas de la fase latente, proteinas de la
fase replicativa precoz inmediata, proteinas de la fase replicativa precoz y proteinas de la fase
tardia. Se conoce que estas proteinas exhiben homologia e interactian con una amplia
variedad de moléculas antiapoptdticas, citoquinas e incluso sefales de trasduccidn,
promoviendo de esta forma la infeccion y la inmortalizacion del VEB asi como la

.z 24,2
transformacion celular 2+,
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Envoltura
Genoma ADN

Tegumento

Capside

Virus de Epstein-Barr

Familia: Herpesviridae (ANDdc)

Género: Lymphocryptovirus

Especie: Herpesvirus humano 4 (HHV-4)

Fig.9: Representacion de la estructura del VEB
[27] Chabay P. 2014.

Ciclo vital del Virus Epstein-Barr

En la actualidad se conoce que el VEB es un virus oncogénico que infecta a mas del

| [11]

90% de la poblacién mundia . Se conoce que presenta dos ciclos de infeccién: litico y

[24]

latente, siendo su principal reservorio el tejido linfoide Su forma de transmisidn

fundamental es por via oral, elimindndose a través de las secreciones orofaringeas, a pesar de

[24, 25] Una

gue también puede ser infectivo a través de transfusiones sanguineas y trasplantes
vez atravesada su puerta de entrada, el virus se replica en una subpoblacién de linfocitos B, y
no en células epiteliales como se suponia en un principio. El primer contacto con el VEB suele
ocurrir en la infancia y habitualmente produce una infeccién subclinica. La primoinfeccion
clinicamente aparente se conoce como mononucleosis infecciosa (Ml). Durante las etapas
iniciales de la infeccidon se observa un ciclo virico productivo, en el cual tiene lugar la
replicacion virica que destruira la célula huésped y que parece estar controlada primariamente
por una respuesta inmunoldgica mediada por linfocitos T citotdxicos (LTc) ™.

Para entender el papel del VEB en la patogénesis de diversas neoplasias como el
Linfoma Hodgkin es esencial saber que después de la infeccion primaria, sea clinica o
subclinica, el virus nunca serd completamente erradicado del organismo, y persistird de forma
latente continua en una subpoblacidn de linfocitos B. Para que esto ocurra de forma exitosa el
VEB se enfrenta a dos principales obstaculos. Por un lado, debe impedir la lisis de su célula
huésped mediada por LTc y ademas debe inhibir la apoptosis, dos estrategias que permiten a

, , . ., ;. .. 11
la célula huésped defenderse de la infeccidn virica en condiciones normales %,

Modelos de latencia virica

Se han identificado cuatro formas de latencia virica. De forma general, esta fase se
caracteriza por la expresiéon de 12 genes.
La forma de latencia tipo | se observa en los Linfomas Burkitt y en las células B en divisidn. Su
expresion se limita a los EBERs, BARTs y a la proteina EBNA-1. Esta ultima carece de capacidad

inmundgena pero es totalmente indispensable para la replicacién del ADN viral durante esta
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fase ?**1 La forma de latencia tipo Il es la que mas se asocia a neoplasias, y es el modelo mas
expresado en los Linfomas Hodgkin seropositivos. Ademds de las proteinas anteriormente
comentadas, se expresan LMP-1, LMP-2Ay 2B [20,24]

La forma de latencia tipo lll es la que se observa en la mononucleosis infecciosa y en la
mayoria de los sindromes linfoproliferativos asociados a estados de inmunodepresién. En esta
forma, se expresan todas las proteinas asociadas a la infeccién latente pero su gran
inmunogenicidad hace que sean rapidamente eliminadas por los LTc, por lo que su expresién
es bastante transitoria ?”. Son en realidad los estados de inmunodeficiencia los que realmente
permiten que todos estos antigenos se expresen de forma continua sin que sean reconocidos

[20,24]

por los LTc . Por ultimo, es posible observar un estado de latencia 0 en los linfocitos B

circundantes infectados por el VEB. Este modelo se caracteriza por un silenciamiento en la

expresion génica, haciéndolos invisibles al sistema inmunitario (Fig.10) ",

Antigenos expresados
Perfiles de latencia Condicion asociada
EBERs/ EBNA3s/
BARTs EBNA1 LMP1 LMP2A EBNA2 EBNA-LP
0 +/- - - - - - portador sano
I + + - - - - LB CG
I + + + + - - LH CNF LDGCB
111 + + + + + + MNI PTLD LDGCB
Abreviaturas: LB: linfoma de Burkitt,; CG: carcinoma gastrico, LH: linfoma de Hodgkin; CNF: carcinoma nasofaringeo
MNI: mononucleosis infecciosa, LDGCB: linfoma difuso a grandes células B; PTLD: sindrome linfoproliferativo post trasplante

Fig.10: Patrones de expresion genética segun el tipo de latencia del Virus Epstein-Barr.
[27] Chabay P. 2014.

Papel etiopatogénico en el LHc

Actualmente existen una serie de evidencias que permiten asociar el VEB al Linfoma
Hodgkin cldsico. Por un lado, se ha logrado demostrar la presencia del virus en las células
Reed-Sternberg a través de técnicas de hibridacidn in situ que emplean bien el ADN o los ARN
EBER 1/2 del virus (Fig.11), a pesar de que este hallazgo podria tener poca relevancia si la
infeccion ocurriera en etapas tardias de la patogénesis tumoral ™. Sin embargo, esta hipdtesis
ha sido descartada a través de la utilizacidn de técnicas de hibridacién Southern Blot, que han
permitido observar que las células RS son en realidad una expansién clonal de una Unica célula
progenitora infectada que ha sido seleccionada positivamente por el VEB, lo que confirma su

. . ./ . ;. 2 11,2
implicacion etiopatogénica en esta enfermedad >>7*2¢),
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Fig.11: VEB integrado en el genoma de una célula Reed-Sternberg (X1000)
[5] Agostinelli C, et al. 2014.

Epstein-Barr Nuclear Antigen 1 (EBNA-1)

Es una proteina nuclear de unién al ADN cuyo principal objetivo es el mantenimiento y
la replicacién del genoma viral ®***), Es la Unica proteina necesaria para su replicacién en fase
latente, siendo también capaz de activar la transcripcion de otras proteinas nucleares B2,
Ademas, se conoce que esta proteina no es presentada de forma eficiente por las moléculas
clase | del HLA, por lo que los linfocitos B infectados que Unicamente expresen esta proteina

no son reconocidos por los LTc, favoreciendo su continua proliferacion celular 7.,

Latent Membrane Protein 1 (LMP-1)

Es una proteina de membrana altamente expresada en las células Reed-Sternberg
infectadas y el principal oncogén del VEB (Fig. 12). Se ha logrado demostrar in vitro su
capacidad de transformar los fibroblastos y los linfocitos B, asi como alterar el crecimiento de
células multipotenciales hematopoyéticas %*?7).

LMP1 tiene ademas la capacidad de actuar como CD40 activo, un miembro de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR), lo que le permite estimular
una serie de vias de sefializacion. Al imitar su funcidn, esta proteina logra unirse a los factores
asociados a TNFR (TRAF) y esta unién permite, a su vez, la activacién de varias vias de
sefializacion, fundamentalmente las vias JAK/STAT y NF-kB que induciradn la expresion de una
amplia variedad de genes involucrados en el aumento de la supervivencia e inhibicién de la
apoptosis celular, como el oncogén Bcl-2. Esta proteina de membrana también es capaz de
promover la expresién de ciertos marcadores de activacion celular como el CD23, CD30, CD40,
moléculas de adhesidn celular como el LFA-1, LFA-3 e ICAM-1 y ciertas citoquinas como la IL-10
que ademas de favorecer la proliferacién celular, inhibird la respuesta inmunitaria local, que
tendran un rol esencial en el establecimiento del microambiente inflamatorio del LHc?'%*%"),
LMP-1 también puede estimular BMI-1, un proto-oncogen codificador de una proteina que
pertenece al complejo recesivo Polycomb 1, esencial para la iniciacion del silenciamiento

genético v la induccion de la proliferacién de las células Reed-Sternberg seropositivas 2.
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Fig.12: Expresion de LMP-1 en una célula Reed-Sternberg (X100)

[10] Kapatai G, et al. 2007.

Esptein-Barr encoded RNAs (EBERs)

EBER 1 y EBER 2 son dos pequefios ARNs que no se transcriben y que se expresan en
cualquier célula infectada por el VEB de forma latente (Fig.13). Sin embargo, existe una gran
variabilidad en su expresién lo que podria explicar su ausencia o leve sefial en una proporcién
de células Reed-Sternberg 24 |3 participacién de estas moléculas en la patogénesis tumoral es
todavia incierta pero estudios in vitro han sefalado su importancia en la persistencia viral.
También son capaces de inhibir la activacién de PKR, una proteina quinasa que induce la
apoptosis en condiciones normales, y los genes supresores de tumores p53 y EGRI,

aumentando asi la resistencia anti-apoptética de las células tumorales infectadas %"\,

Fig.13: Expresidn de EBER en una célula Reed-Sternberg y Hodgkin (X100)
[10] Kapatai G, et al. 2007.

Latent Membrane Protein 2A (LMP2-A)

A pesar de que ambas proteinas sean expresadas por las células Reed-Sternberg, LMP-
2A es la Unica cuya funcién estd ampliamente descrita Bl En la actualidad se conoce gue es una
proteina de membrana capaz de formar una estructura idéntica al motivo ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) presente en el receptor celular del linfocito
B (BCR), otorgandole la condicién de BCR-like "?\. Esta funcién hace que pueda sustituir el
BCR, lo que permite que las células Reed-Sternberg infectadas puedan escapar a la apoptosis
aunque carezcan de su expresion funcional. A pesar de ello y de forma controvertida, se
conoce que la fosforilacion de este motivo ITAM en presencia de un antigeno desencadena
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una cascada de sefalizacion que induce la entrada en su ciclo infectivo, asi como el
crecimiento y diferenciacién de los linfocito B infectados "****. Evidentemente, se trata de un
proceso que va en contra del desarrollo tumoral ya que acabaria por provocar la muerte de las
células infectadas y la consiguiente liberacion de viriones. Entonces, écémo se explica estos
dos efectos paraddjicos?

Recientes estudios han logrado demonstrar que las células tumorales Reed-Sternberg carecen
de forma aberrante no solo de BCR funcional, pero también de los componentes de su via de
sefializacion. La ausencia de los mismos hace que LMP2-A no pueda inducir el ciclo replicativo,
a pesar de que sea capaz de sustituir el receptor BCR (Fig.14), favoreciendo de este modo la
persistencia de la infeccidn latente en las células tumorales. Por ello, cabe la posibilidad de que
las células B infectadas que carezcan de BCR funcional y de sus componentes de senalizacion

sean seleccionadas de forma positiva durante el desarrollo del LHc, pues ambas pérdidas

[7,9,27]

aseguran la supervivencia de sus células tumorales Reed-Sternberg

—p SUrvival

OO w—p Cell death

Virion release

Fig.14: A) Células no tumorales infectadas por el VEB; B) Células Reed-Sternberg sin BCR funcional y sus
componentes de sefializacion.
[9] Vockerodt M1,et al. 2014.

Por otro lado, la expresidn continua de LMP2-A en las células tumorales (Fig.15)
favorece su participacion en ciertas vias de sefializacién importantes para la patogénesis del
LHc . se conoce gue LMP2-A puede activar la via Notchl, cuyo receptor se encuentra
altamente expresado en las células Reed-Sternberg funcionando como una oncoproteina,
suprimiendo la expresidn de ciertos factores de transcripciéon clave en el desarrollo vy
diferenciacion de las células B ®?®. También puede inducir la expresion de genes involucrados
en la proliferacién celular y anti-apoptdticos, asi como inhibir la respuesta inmunitaria y la
expresion de marcadores de las células B, proporcionando de esta forma varios factores que

10,2
favorecen el desarrollo tumoral *1%28,
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Fig.15: Expresion de LMP2-A en una célula Reed-Sternberg (X100)
[10] Kapatai G, et al. 2007.

Bam HI-A Rightward Transcripts (BARTS)

Los BARTs son transcritos de microRNAs (miRNA) cuya implicacién en procesos
neopldsicos, como el Linfoma de Hodgkin, ha sido recientemente descubierta %72,
De forma general, los miRNAs son una familia de RNA pequefios, de unos 21-25 nucleétidos,
no codificantes pero que juegan un papel esencial en la expresion de genes relacionados con
diversos procesos bioldgicos que incluyen la diferenciacion y el ciclo celular, asi como el propio

metabolismo v el cancer %!

. Se conoce que los miRNAs son capaces de regular la expresién
génica de forma negativa degradando el mRNA diana o inhibiendo su traduccién de forma
temporal, en dependencia del grado de complementariedad entre ambos. Asi, si la
complementariedad es total, el miRNA degradara el mRNA diana %%,

Respecto a su relaciéon con el cancer, los miRNAs pueden ejercer una funcién de
supresores de tumor o de oncogenes, también denominados “oncomirs”: Habitualmente los
supresores de tumores actuan inhibiendo los oncogenes por lo que se encuentran
infraexpresados en el tejido tumoral; mientras que los oncogénicos actlan normalmente
inhibiendo los genes supresores de tumores, asi que se encontrardn sobreexpresados en las
enfermedades malignas. Ademas se conoce que apenas el 5% de los genes que se expresan en
el ser humano codifican para miRNAs y que de estos, el 50% se localizan en regiones fragiles,
zonas gendmicas asociadas con el cancer *?%),

En 2009, Navarro A y sus colaboradores publican el primer trabajo, y uno de los mas
destacados hasta el momento sobre el patrén caracteristico de los miRNAs en el LHc . Estos
investigadores demostraron la sobreexpresion de tres miRNAs de forma especifica en las
células Reed-Sternberg: miR-21, miR-134 y miR-138. También fue posible observar la expresion
de miR-21 y miR-138 en algunos linfocitos de su microambiente inflamatorio (Fig.16), lo que
nos hace especular sobre su posible importancia en el desarrollo de esta enfermedad. Por otro
lado, cuando compararon los pacientes con positividad al VEB con enfermos no infectados
encontraron diferencias en la expresion de diez microRNAs, lo que sugiere que la presencia de

este virus podria alterar su modelo de expresion en las células tumorales 229
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Fig.16: Expresion de los miRNAs en el citoplasma de células Reed-Sternberg (X100).
A) miR-21; B) miR-138; C) miR-155 [29] Navarro A, y col. 2008.

De este modo, se puede concluir que las sefiales emitidas por el CD40 y BCR son de
forma general, las mds importantes para la supervivencia de las células Reed-Sternberg
infectadas. Por otro lado, sus respectivos inductores, LMP1 y LMP2-A, son las principales
proteinas de la fase de latencia de las células RS seropositivas. Por ello, parece ser que el virus
Epstein-Barr selecciona positivamente a las células con estas vias de sefializacidon para mediar
su supervivencia. Otro aspecto importante es que ambas proteinas de membrana contribuyen

para la pérdida del fenotipo de células B que claramente dificultan su identificacion 7).

Relacion con HLc

Actualmente se conoce que el Virus Epstein-Barr infecta mas de un 90% de la
poblacién. Cohen JI y sus colaboradores en su publicaciéon en 2012 comentan cifras
sorprendentes al respecto, lo que indica que cada afio en Estados Unidos se describen por lo
menos 125.000 nuevos casos de mononucleosis infecciosa y que a nivel mundial se encuentran
200.000 lesiones malignas asociadas al virus Epstein-Barr, aproximadamente ®%. Estos datos se
revelan preocupantes por dos motivos principalmente. Primero, debido a la implicacion
etiopatogénica de este virus en varias enfermedades tumorales. En segundo lugar, y de forma
mas concreta en el LHc, porque se conoce que los individuos con historia previa de
mononucleosis infecciosa tienen cuatro veces mas riesgo de desarrollar esta enfermedad que
las personas sin infeccion B3.261 Ademads, uno de los estudios poblacionales mas exhaustivos que
existe al respecto, ha logrado demostrar que la enfermedad se desarrollaba con una media de
2.9 afios en la mayoria de los sujetos tras la infeccion .

Entre los LH, se conoce que su forma clasica es la que claramente presenta una
asociaciéon con el VEB. En la actualidad, los casos de LHPLN con positividad al virus son
practicamente nulos ?®". En Europa occidental y Estados Unidos se conoce que cerca del 40%
de los casos de LHc son seropositivos al VEB. En los paises no industrializados, este porcentaje

aumenta significativamente v llega hasta el 80% 263",
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Por otro lado, se conoce que existen importantes variaciones en cuanto a edad, con

(21126 Fn |3 infancia, mas del 70% de los casos

predominio en la poblacién infantil y anciana
son seropositivos, encontrandose cifras relativamente mds elevadas en paises no
industrializados, probablemente debido a la alta prevalencia del virus en estas regiones
geograficas. En la poblacién anciana la positividad frente al VEB es todavia mas frecuente, con

2,11,16,31
o ]

una incidencia del 70-75 . Este pico en edades mds tardias puede ser atribuible a la

d [9,25]

disminucién de la inmunidad asociada a la eda . En general, los adultos jovenes son los

gue menos tasas presentan, con una proporcidn cerca del 15%, lo que resulta ser sorprende ya

qgue el pico de incidencia de la Ml se presenta a éstas edades (8311

Este hallazgo pone
nuevamente en evidencia la posibilidad de que exista una cierta susceptibilidad genética entre
los individuos infectados y que ésta afecte negativamente a la respuesta del sistema
inmunitario %,

Naturalmente, las diferencias descritas anteriormente en cuanto a edad y region
geografica van a influir en la frecuencia en la que se presenta la infeccion en los diferentes
subtipos histolégicos del LHc. Como ya conocemos, DL tiene una alta incidencia en la poblacién
anciana e inmunodeprimida por lo que esta claro que sera el subtipo que mayor poblacidn
seropositiva presente, con aproximadamente el 80-90% de los casos. CM es el segundo mds
frecuente con una incidencia del 70% y que puede llegar a ser 5 a 10 veces mayor si lo
comparamos con EN %!, Esta frecuencia también esta justificada ya que CM es el subtipo mas
incidente en la infancia en los paises no industrializados ****).

Por otro lado, la infeccidn por el VEB en los LHc presenta importantes variaciones en
cuanto a sexo y raza. En este caso, también se observa una mayor incidencia en varones, tal
como seria esperable, ya que la enfermedad es relativamente mas frecuente en este grupo de

pacientes, tal como hemos comentado anteriormente ®*!

. Sin embargo, las variaciones
raciales encontradas no concuerdan totalmente con los datos epidemioldgicos del LHc. En este
caso, se observa que la infeccion por el VEB es mas frecuente en los asiaticos con el 93%,
seguido de los hispanicos con el 86%, los caucdsicos con el 46% y por ultimo los

afroamericanos con el 17%, aproximadamente 81,

Activacion de la via de transcripcion NF-kB y JAK/STAT

En el LHc se conoce que existen varias vias de sefializacion que se encuentran
activadas de forma aberrante. Las dos principales implicadas son las vias de sefializacién NF-kB
y JAK/STAT.

NF-kB es un complejo proteico formado por factores de transcripcién esenciales en

una gran variedad de procesos celulares, como la proliferacion y supervivencia celular, la
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apoptosis y procesos inflamatorios. La via NF-kB se mantiene en estado inactivo en el
citoplasma en ausencia de estimulos, unido a sus proteinas inhibidoras IkBa, kBB y IkBe 32
Cuando alguno de sus receptores celulares se une a un ligando especifico, se activara el
complejo de IkB quinasa (IKK) provocando su ubiquitinacién, la degradacién por el proteosoma
y la subsecuente liberacidn y translocacién al nucleo de los factores de transcripcion, donde se
une a secuencias especificas de las regiones promotoras de ciertos genes y activa diversas
dianas génicas (Fig.17). En la via alternativa, los agentes celulares estimulan la quinasa NIK que

es capaz de activar directamente el complejo IKK 32,
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Fig.17: Mecanismo de accion clasico de la via NF-kB
[32] Gilmore TD. 2006.

Ambas vias de sefializacion del NF-kB son importantes en los LHc ya que las células
Reed-Sternberg sobreexpresan diversos marcadores como el CD30 y CD40, miembros de la
familia de receptores de TNF capaces de activarlas. Por otro lado, esta via también es capaz
activarse en presencia de LMP-1, lo que demuestra nuevamente su importante rol en el escape
tumoral de las células RS infectadas por el VEB %7,

También es importante mencionar que su activacién puede ser debida a mutaciones génicas
que afectan a la propia via de sefializacion (Fig.18), lo que también apoya la hipétesis de una
posible susceptibilidad genética como parte del desarrollo del LHc. En la actualidad se conocen
multiples mutaciones como las amplificaciones del oncogén REL, que codifica uno de los

173334 También es frecuente

factores del NF-kB y que aparece en el 30-40% de los casos
encontrar amplificaciones del gen NIK, que tal como hemos comentado anteriormente es un
regulador positivo de la via alternativa del NF-kB. Las mutaciones en los genes NFkBIA vy
NFkBIE, codificadores de los principales inhibidores de la via clasica (IkBa y IkBg), también son
encontrados con frecuencia ”’. Del mismo modo, es posible objetivarse en un 40% de los casos
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la inactivacion del gen supresor tumoral TNFAIP3, que codifica para la proteina A20. En
condiciones normales, esta proteina activada es capaz de provocar la inhibicién de la via NF-kB
e inducir la apoptosis a través del TNF. Sin embargo, la mayoria de las células Reed-Sternberg
que presentan esta mutacion génica, no estdn infectadas por el virus Epstein-Barr, lo que
sugiere que la inactivacidn de la proteina A20 y la infeccién por este virus son dos fenémenos

57 En la actualidad no se conoce si es necesaria la

exclusivos en la patogénesis del LHc
coexistencia de dos o mas mutaciones para que se produzca una actividad tan intensa de la via
NF-kB como la observada en los LHc. Sin embargo, es una hipdtesis cuyo estudio posiblemente
revele mds informacién sobre la patogénesis del LHc en el futuro.

Otra via de sefializacién extremamente importante en el LHc es la via JAK-STAT (Fig.18)
va que favorece la proliferacién y resistencia a la apoptosis de las células RS asi como de su

microambiente inflamatorio caracteristico *°..

La familia de quinasas Janus kinase (JAK)
comprende tres isoformas, JAK1, JAK2 y JAK3 que se expresan en todas las células, excepto
JAK3 que es exclusiva de la estirpe hematopoyética. Habitualmente, las funciones de las
distintas proteinas se solapan ya que muchas vias de senalizacion involucran a mas de un
miembro de esta familia. En condiciones normales, tras la unién del ligando al receptor, se
produce la fosforilacion cruzada de moléculas JAK, lo que consecuentemente activa el receptor
por fosforilacién de tirosinas. Estos residuos fosforilados constituyen zonas de unién para las
proteinas STATs, unas moléculas transductoras de sefial y activadoras de transcripcion. Una
vez unidas al receptor, estas proteinas se fosforilan por las proteinas JAK, lo que provoca su
dimerizaciéon. El dimero resultante es entonces internalizado al nucleo para regular la
expresion de varias dianas génicas 1%, Esta via de sefializacion puede ser activada por ciertas
citoquinas, constituyendo la via de transmision de sefiales mas importante. En el LHc también
pueden actuar como activadores los altos niveles de STAT3, STAT5 y STAT6 que se encuentran

habitualmente activadas en las células Reed-Sternberg >

. Por otro lado, y tal como se ha
mencionado en el apartado anterior, la proteina LMP-1 también es capaz de activarla,
demostrando su intenso potencial oncogénico una vez mas.

En esta via de sefializaciéon, también se ha encontrado mutaciones génicas que podrian
aparecer en individuos genéticamente susceptibles. Las mutaciones inactivadoras del gen
supresores de tumores SOCS1, el principal inhibidor de esta via, son las mas frecuentemente
halladas en las células RS, apareciendo en un 40% de los casos. También se han observado
amplificaciones del gen JAK2 en un 20-30% de los casos "l En la actualidad se sabe que este
gen se localiza en la regidon cromosdémica 9p24, donde se encuentran otros tres genes, el PD1,

PD-1L y PD-2L (733341 se conoce que PD1 es una proteina inhibitoria expresada por los

linfocitos T cuando estas células se encuentran “exhaustas”. Su expresién provoca que la célula
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T entre en una situacidn de anergia y limita la liberacién de citoquinas inflamatorias. La unién
con sus ligandos favorece esta situacidn inmunosupresora que contribuye tanto para el
microambiente inflamatorio como para la pérdida de vigilancia antitumoral. Por lo que una
simple mutacién en este gen es capaz de desregular al menos 4 genes, lo que podria contribuir

de una forma muy significativa a la patogénesis del LHc 7",
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Fig.18: Representacion de las vias de sefializacion NF-kB y JAK/STAT
[7] Kiippers R, et al. Hodgkin lymphoma. 2012.

Susceptibilidad genética

Otro mecanismo por el que las células Reed-Sternberg pueden eludir el sistema
inmunitario es a través de la baja afinidad presentada por algunos alelos HLA por los péptidos
inmunogénicos del VEB. Algunos estudios sugieren la existencia de polimorfismos en estas
moléculas lo que condicionaria una respuesta débil por los LTc ante la infeccion por el VEB. Asi,
existirian algunos haplotipos HLA que podrian predisponer la enfermedad en individuos

infectados %%,

Sin embargo, estos alelos predisponentes no son exclusivos de las células
Reed-Sternberg infectadas por el virus, constituyendo igualmente un factor de riesgo en
individuos seronegativos ®.. En 2014, Kushekhar Ky sus colaboradores publican una revisién en
la que demuestran las asociaciones encontradas entre el LHc y el estado infectivo del virus con
los diversos haplotipos de HLA. Los investigadores encontraron que los alelos HLA-A1, HLA-
DR2, HLA-B37, HLA-DR10 (DRB110) se asociaban a un mayor riesgo de LHc seropositivo. Se han

encontrado también variaciones raciales pero los investigadores alertan de que pueden

deberse a las diferencias entre las frecuencias de los alelos en las distintas poblaciones ya que
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el HLA-A1 es mas frecuente entre los caucdsicos y el HLA-A2*07 es mas incidente en la
poblacién china .

Es evidente que las células RS poseen numerosas estrategias que permiten el
desarrollo del LHc pero el mecanismo patogénico en individuos no infectados por el VEB es
todavia incierto. En estos individuos la hipdtesis de una cierta predisposicion genética se
postula nuevamente y las dos mayores evidencias a su favor son por un lado, el riesgo tres a
cuatro veces superior que presentan los familiares de primer grado de los pacientes afectos de
LHc respecto a la poblacion general y por otro, la elevada incidencia entre gemelos
homocigdticos en comparacién con los heterocigdticos (268 En 2009, Stephen J y sus
colaboradores estudiaron varias familias en la que se habia detectado multiples casos de LHc y
lograron encontrar una translocacidn reciproca entre los cromosomas 2 y 3. Esta translocacién
alteraba el gen KLHDC8B, que se localiza en la region cromosémica 3p21.31, y cuya pérdida de
expresiéon ya se habia relacionado previamente con algunas enfermedades malignas,
incluyendo los Linfoma no-Hodgkin y el carcinoma nasofaringeo . Su funcién codificadora es
todavia desconocida pero se sabe que es expresado fundamentalmente en células B y que su
baja regulacién aumenta considerablemente la frecuencia y cantidad de células binucleadas

671 Mas tarde, se logré identificar locis de riesgo en las regiones

Reed-Sternberg
cromosdmicas 2p16.1, 8q24.21 y 10p14 que involucran a los genes REL (gen codificador de uno
de los factores del NF-kB ya comentado anteriormente), PVT1 (oncogén implicado en las
translocaciones de algunos tumores, incluyendo el LH y el linfoma de Burkitt) y GATA3 (un
factor de transcripcion expresado de forma aberrante en las células RS). Por lo que se puede
deducir que es bastante probable que exista un modelo de susceptibilidad genética basado
fundamentalmente en la herencia de multiples variantes de escaso riesgo pero que en su

conjunto tengan la asombrosa capacidad de favorecer el desarrollo de HLc .
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PAPEL DEL MICROAMBIENTE INFLAMATORIO

En la actualidad se conoce que el microambiente constituye el soporte vital para las
células tumorales ya que posee la capacidad de modificar el metabolismo celular y de evadir la
respuesta inmune. En el desarrollo de las enfermedades malignas, el sistema inmune tiene la
habilidad de actuar de dos maneras completamente opuestas. Por un lado, tiene el potencial
de destruir y/o inhibir el crecimiento de las células tumorales y contrariamente es capaz de
favorecer su proliferacion. Naturalmente, la expresion de diversos receptores antigeno
especificos permite la activacién de respuestas inmunes adaptativas que podrian erradicar
estas células. Sin embargo, se conoce que la continda activacion del sistema inmunoldgico
también puede incrementar la probabilidad de desarrollar células potencialmente malignas. En
realidad, la inflamacion crénica aporta factores de crecimiento que sostienen la proliferacion,
factores de supervivencia que inhiben la muerte celular y factores pro-angiogénicos que
facilitan la formacion de vasos y el crecimiento tumoral, asi como su invasién y metastasis, lo
gue en conjunto contribuye al desarrollo de una enfermedad maligna (27

En el Linfoma Hodgkin cldsico su microambiente se ha revelado extremamente
importante en su patogénesis ya que se observan ciertas evidencias que indican que sus
células tumorales Reed-Sternberg dependen de las sefiales de supervivencia enviadas por las
células inflamatorias que lo componen. Asi, los estudios in vitro comprueban que es
extremamente dificil hacer crecer las células RS en cultivo y que ademas, raramente son
capaces de sobrevivir en ratones inmunodeficientes. Asi mismo, también se ha logrado
detectar que éstas células siempre van acompafiadas de su microambiente inflamatorio

cuando metastatizan [2'27].

Ambos argumentos, junto a la gran representatividad del
microambiente en el LHc, han contribuido a un interés creciente sobre su contribucién en el
desarrollo de esta enfermedad.

Las células Reed-Sternberg atraen esta gran diversidad celular de forma activa
mediante la secrecidn de citoquinas y quimiocinas para que puedan beneficiarse de las sefiales
que estas células inmunitarias emiten. Indudablemente, esta enorme red de interacciones
proporciona un ambiente permisivo pero cuya complejidad dificulta su comprensién (Fig.19)
2271 | a subpoblacién mas predominante en el microambiente del LHc y probablemente la més
importante sea la estirpe linfoide T CD4. Estas células habitualmente son atraidas mediante
varias quimiocinas que incluyen CCL5, CCL17 (TARC), CCL20, CCL22, todas ellas secretadas por
las células RS. Una parte de estas células son en realidad células T helper (T.) que

habitualmente se encuentran adyacentes a las células Reed-Sternberg y que les proporcionan

la capacidad de proliferacién y supervivencia mediante la expresion de CD40L que estimula el
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CD40 expresado en la membrana de estas células tumorales. En la superficie de las células RS
también podemos encontrar otras moléculas como los antigenos de clase Il del HLA, CD80 y
CD54 que permiten la interactuacion con las células Ty. Otra fraccidon de células T CD4 que
podemos encontrar en los LHc son las células T reguladoras (T,.). Esta subpoblacién celular es
capaz de suprimir la accidn de los LTc, células que controlan primariamente las células Reed-
Sternberg infectadas, y los linfocitos NK, ambos a través de la secrecién de varios mediadores,
fundamentalmente IL-10, una citoquina inmunosupresora %%,

Sin embargo, estas células también pueden expresar de forma enddgena moléculas
qgue induzcan el estado inmunosupresor del microambiente inflamatorio. Por un lado, son
capaces de expresar TFGB y Galectina-1, dos inhibidores de la respuesta inmunoldgica >,
En concreto, la Galectina-1 es capaz de inducir la muerte de las células T, estimular la
expansion de las células T, e inhibir la respuesta de los LTc especificas para el VEB 7 por otro
lado, estas células tumorales también expresan PD-1 que se encuentra fisioldgicamente en las

células Ty hace que éstas pierdan su capacidad inmunitaria @
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Fig.19: Interacciones entre las células Reed-Sternberg y su microambiente inflamatorio
[2] Sénchez T. 2011.

Ademas de reclutar a los linfocitos T CD4, las células Reed-Sternberg pueden atraer
mas componentes inflamatorios como los eosindfilos a través de la secrecion de CCL5, IL5, IL6
y CCL28. Los fibroblastos activados por estas células tumorales también expresan CCL5 y CCL11
(también denominada eotaxina), ambas capaces de atraer a los eosinoéfilos, una estirpe celular
que presenta también un importante rol en la patogénesis del LHc ya que libera TFGB y

expresa CD30L que estimula a su vez la sefializacion de CD30 en las células RS. También se ha
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demostrado que CCL5 es capaz de atraer células mastoides, otra subpoblacidn tipica del

microambiente inflamatorio y que habitualmente expresan CD30L **°!

. De este modo, se
establece un ciclo inmunosupresor y proliferativo que es capaz de crear un microambiente

permisivo que favorece el crecimiento y escape de las células tumorales RS.

Relacidn entre VEB y el microambiente de LHc

Existen varias evidencias que demuestran la implicacién del Virus Epstein-Barr en la
remodelacidon del microambiente inflamatorio en el LHc. En la actualidad se sabe que la
expresion proteica de la fase de latencia Il no es solamente importante a la hora de dictar el
destino de las Reed-Sternberg sino que también interfiere con la formacidon y mantenimiento
del microambiente que las rodea O En este proceso LMP-1 es considerada una proteina
oncogénica particularmente importante ya que es capaz de estimular la produccion de
citoquinas y quimiocinas a partir de las células RS. Tal como hemos mencionado en el apartado
anterior, cada una de ellas contribuird de distinto modo a la formacidn y mantenimiento del
microambiente tumoral ®*.. También se ha descrito que LMP-1 puede inducir la expresion del
receptor de discoidina dominio 1 (DDR1), un receptor de colageno practicamente ausente en
las células B normales pero que se encuentra sobreexpresado en las células Reed-Sternberg
(Fig.20). Se ha demostrado que la exposicidn de este receptor al colageno protege las células
tumorales de la apoptosis lo que resulta particularmente importante en la patogénesis del LHc
ya que el coldgeno es uno de los principales constituyentes de su microambiente como
resultado de una respuesta inflamatoria crénica al VEB. Esta evidencia permite especular sobre
la posible influencia que tiene el microambiente en el potencial oncogénico de LMP-1.
Probablemente éste ayude a explicar los motivos que llevan a que esta proteina en las células
B primoinfectadas proporcione sefales que solamente permitan su diferenciacién, mientras
que en las células tumorales Reed-Sternberg su funcién sea de caracter fundamentalmente

anti-apoptatico y pro-oncogénico >3,

s, s . R

Fig.20: A) Sobreexpresién de DDR1 a nivel de membrana (X250); B) Sobreexpresion de DDR1
citoplasmatico (X1000);
[36] Cader FZ, et al. 2013.
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Ademds se observaron otras evidencias que sugieren que el propio microambiente
podria ser un determinante critico en la modulacion del modelo de latencia Il expresado por
las células RS infectadas ya que se ha observado que ciertas citoquinas tienen la habilidad de
inhibir la expresion de EBNA2 y estimular la del LMP-1 ©.

Contrariamente a lo esperado se ha logrado detectar una mayor cantidad de LTc en el

B [27]

microambiente de los pacientes infectados por el VE . Sin embargo, esta respuesta

inflamatoria parece ser insuficiente para lograr la erradicacién de las células tumorales 2%,
Ademds de los mecanismos anteriormente referidos que favorecen este estado
inmunosupresor, se conoce que EBNA-1 también presenta un papel fundamental. Esta
proteina nuclear expresada por el VEB regula positivamente la expresidon de CCL20, lo que a su
vez incrementa el reclutamiento de linfocitos T, y facilita el escape de las células tumorales
infectadas a la respuesta inmunitaria especifica mediada por los LTc. En estudios previos ya se
habia documentado la presencia de una mayor cantidad de linfocitos T, en individuos
infectados y su relevancia como factor de mal prondstico en estos pacientes, datos que son

compatibles con las ultimas evidencias encontradas. &%),

29



DISCUSION

A lo largo de esta revision hemos profundizado sobre varios aspectos relacionados con
la patogénesis molecular del LHc, una neoplasia clonal cuya célula tumoral Reed-Sternberg
deriva de linfocitos B pre-apoptdticos que sufren un proceso de reprogramacién génica.
Ademas, en estas células tumorales también se encuentran disregulados multiples factores de
transcripcidn y vias de sefalizacidn, fundamentalmente las vias NF-kB y JAK/STAT, lo que les
permite escapar de la apoptosis y de la respuesta inmunitaria generada principalmente por los
LTc 2371222 perg ¢qué factor es el responsable de todos estos complejos procesos que
ocurren de forma aberrante en el LHc? En la actualidad la investigacion de esta enfermedad
presenta dos principales obstdculos: la pequefia proporcién que representan sus células

tumorales y su poca incidencia respecto a otras enfermedades malignas [2.7.8]

. Sin embargo,
existen numerosas evidencias que demuestran que la infeccion por el VEB interfiere de forma
esencial en la patogénesis del LHc. Las dos principales proteinas de latencia involucradas en
este mecanismo etiopatogénico son LMP-1 y LMP-2A, con funcién pro-oncogénica y anti-
apoptética 239,

No obstante, a pesar de la numerosa incidencia de su infeccién, se nos plantean numerosas
cuestiones respecto a la asociacidon entre el VEB y el LHc. Por un lado, épor qué solo un
porcentaje variable de la poblacién desarrolla la enfermedad? Es bastante sorprendente que
en los paises industrializados el 60% de los LHc se desarrollen sin la presencia del VEB. Del
mismo modo, éporqué los pacientes jovenes, el grupo que presenta mayor incidencia de M, es
donde menor tasa de infeccién por el VEB se encuentra en las células tumorales? Este aspecto
es bastante destacable ya que hay publicaciones que sugieren que este antecedente
patoldgico es un importante factor de riesgo. éSerdn estas diferencias debido a los casi tres
afios de periodo de ventana entre la infeccién y posterior malignizacion? Asi mismo nos
preguntamos, éporqué es el LHc menos incidente en individuos asiaticos, grupo donde
precisamente es mas frecuente encontrar positividad al VEB?

Todas estas incdgnitas parecen explicarse parcialmente cuando surgen evidencias de que esta
enfermedad probablemente se desarrolle en individuos genéticamente predispuestos. En la
realidad, la existencia de polimorfismos en los alelos de HLA puede constituir un importante
factor de riesgo/protector para la enfermedad, tanto en individuos infectados con el VEB como
en pacientes seronegativos. Del mismo modo y a pesar de que la citogenética en el LHc sea
poco relevante en el momento actual, recientes investigaciones demuestran la existencia de

locis de riesgo que podrian explicar parcialmente todas estas cuestiones planteadas asi como

el mecanismo etiopatogénico en los enfermos no infectados por el VEB. Sin embargo,
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éexistiran otros virus implicados en esa patogénesis?, éla enfermedad en los pacientes no
infectados se puede justificar simplemente con estas mutaciones?
El estado inmunoldgico constituye naturalmente otra enorme influencia, ya que de una forma
general la inmunodepresion favorece tanto la infecciéon por el virus, como el desarrollo de
enfermedades malignas y su mayor agresividad. En el LHc este aspecto gana una particular
importancia ya que las células Reed-Sternberg necesitan estar rodeadas de un microambiente
inflamatorio permisivo para llevar a cabo sus procesos de proliferacién y supervivencia. El VEB
también parece contribuir en la formacidn y mantenimiento de este estroma no tumoral y éste
por otra parte es capaz de inducir su latencia viral y proporcionarle una mayor capacidad
oncogénica. De esta forma, se establece una compleja y extensa red de interacciones que
contribuyen una vez mas al desarrollo del LHc de una forma completamente extraordinaria.
Por ultimo, es esencial mencionar la importancia de la descubierta de los miRNAs. Su papel se
puede revelar fundamental en el futuro, ya que la especificidad en la sobreexpresidon de tres
de ellos en las células tumorales RS podria ser usada como una posible diana terapéutica. Las
diferencias encontradas entre las células tumorales no infectadas y las que presentan
positividad frente al VEB, asi como su sobreexpresion en el microambiente inflamatorio, son
dos argumentos que claramente sugieren su implicacion en el desarrollo de esta enfermedad.
Sin embargo, ¢ Cual es su verdadero papel? y écudles son sus dianas?

En la patogénesis del LHc, son evidentes las numerosas cuestiones que quedan todavia
por dilucidar, lo que nos obliga a continuar investigando y avanzando en el estudio de este

binomio patogénico.
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GLOSARIO

AP1: Activator protein 1

BARTs: BamHI A rightward transcripts

BCL-2: B-cell CLL/lymphoma 2

BCL-3: B-cell CLL/lymphoma 3

BCR: B cell receptor

CCL: Chemokine (C-C motif) ligand

CD: Cluster of differentiation

CM: Celularidad mixta

DDR1: Discoidin domain receptor tyrosine kinase 1
DL: Deplecién linfocitaria

EBER: Esptein-Barr encoded RNA

EBNA: Epstein-Barr Nuclear Antigen

EH: Enfermedad de Hodgkin

EMA: Antigeno epitelial de membrana

EN: Esclerosis nodular

HE: Hematosilina-eosina

HLA: Human leukocyte antigen

HLc: Linfoma de Hodgkin clasico

ICAM-1 (CD54): Molécula de adhesion celular 1 (presente en los leucocitos)
IKK: /k B kinase

IL: Interleuquina

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
IkB: NF-kB inhibitor

JAK: Janus kinase

LFA: Lymphocyte function-associated antigen

LH: Linfoma de Hodgkin

LHc: Linfoma de Hodgkin clasico

LHPLN: Linfoma de Hodgkin de predominio linfocitico nodular
LMP: Latent membrane protein

LTc: Linfocitos T citotdxicos

MI: Mononucleosis infecciosa

miRNA: MicroRNA

NF-kB: Nuclear factor-kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
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NFkBI: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor
NFkBIA: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor, alpha
NFkBIE: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells inhibitor, epsilon
NIK: NF-«kB inducing kinase

NK: Células natural killer

PD-1: Programmed cell death 1

PD-1L/2L: Programmed cell death 1ligand

PKR: Protein kinase RNA-activated, interferon-induced

PL: Predominio Linfocitico

RS: Células Reed-Sternberg

SOCS1: Supressor of cytokine signalling 1

STAT: Signal transducer and activator of transcription

TGFB: Transforming growth factor beta

T,: Células T helper

TNF: Tumor necrosis factor

TNFAIP3: TNF alpha induced protein 3

TNFR : Tumor necrosis factor receptor

TRAF: TNF receptor associated factors

Treg: Células T reguladoras

VEB: Virus de Epstein-Barr
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