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M. DuARTE

Factores pronoésticos en el linfoma B difuso de

célula grande

Prognostic factors in diffuse large B-cell lymphoma

Dentro del grupo de linfomas no Hodgkin
de tipo agresivo encontramos los linfomas
B difusos de célula grande (LBDCG) bien
reconocidos por sus caracteristicas histopa-
toldgicas dentro de la clasificaciéon de neo-
plasias linfoides de la Organizacién Mundial
de la Salud (WHO 2008) (1-3) (Tabla 1). Los
LBDCG corresponden del 30-40% de los
linfomas en adultos en la poblacién occiden-
tal. Este grupo de linfomas comprende una
variedad heterogénea de linfomas tanto por
sus caracteristicas clinicas como bioldgicas
con un comportamiento clinico variable, que
puede presentar respuesta y remisién a los
tratamientos asociando rituximab en la mayo-
ria de los casos y, sin embargo, por lo menos
una tercera parte de los pacientes van a morir
por esta enfermedad (4). En un gran esfuerzo
por comprender mejor la fisiopatologia y as{
mismo lograr una terapia mds dirigida y con
mejores resultados, se han desarrollado dife-
rentes clasificaciones que permitan conocer,
agrupar y predecir el comportamiento en la
forma mds homogénea posible de las diversas
presentaciones de LBDCG.

La clasificacién mds reconocida a nivel
mundial y validada en grandes series de
pacientes con LBDCG, es la estratificaciéon
prondstica basada en pardmetros clinicos y
bioquimicos que se encuentran ficilmente
al alcance de toda evaluacién clinica ini-
cial, conocida como el Indice Prondstico
Internacional desarrollada por: “El proyecto
internacional de factores pronésticos para
linfoma no Hodgkin” publicado en 1993 que
atn permanece vigente (5). Inicialmente se
tuvieron en cuenta cinco factores prondsticos
(Tabla 2): edad, estadio segtn la clasificacién
de Ann Arbor, nivel de deshidrogenasa lactica
sérica, estado clinico general determinado por
el “performance status” (Tabla 3) y el compro-
miso de sitios extranodales como pardmetros
para clasificar los pacientes en riesgo bajo,
bajo intermedio, alto intermedio y alto. Poste-
riormente se propuso esta misma clasificacién

Tabla 1. Clasificacion de las enfermedades neopldsicas linfoides de
la OMS 2008.

Linfoma B difuso de célula grande

LBDCG (NOS = Not otherwise specified)
Célula T/Linfoma de célula grande rico en histiocitos
LBDCG EBV del anciano
LBDCG CDS5 positivo

LBDCG con localizacién extranodal predominante
LBDCG primario mediastinal (tfmico)
LBDCG intravascular
LBDCG primario cuténeo, tipo pierna
LBDCG primario de Sistema Nervioso Central

Granulomatosis linfomatoide

Linfoma de célula grande de células B diferenciadas terminales
Linfoma de célula grande ALK positivo
Linfoma plasmablastico
Linfoma primario de efusién
LBDCG asociado con inflamacién crénica
Linfoma de célula grande a partir de HHV8 asociado a
enfermedad de Castleman multicéntrica

Neoplasias de células B con caracteristicas intermedias entre
LBDCG y otras neoplasias linfoides

Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas
intermedias entre difuso y
Linfoma de célula B Grande y linfoma de Burkitt

Linfoma de célula B no clasificable con caracteristicas
intermedias entre difuso y
Linfoma de célula B grande y linfoma Hodgkin cldsico

Tabla 2. Factores prondsticos (5).

Parametro Factor de mal pronéstico
Edad > 60 afos

Estadio 161V

Sitios extranodales >2

Estado clinico >2
(Performance status)

Deshidrogenasa lactica Aumentada

revisada conocida como revised IPI (6) en la
que se evalia la clasificacién IPI en pacientes
tratados con Rituximab Tabla 4. Teniendo en
cuenta el comportamiento de las curvas de
sobrevida, se reducen los grupos de riesgo a
tres grupos prondsticos: muy buen prondstico,
bueno y mal prondstico (6) Tabla 5. Mediante
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Tabla 3. Estado clinico (performance status).

Performance
estatus Definicién
0 Asintomatico
1 Sintomdtico pero totalmente ambulatorio
2 Sintomdtico y en cama < 50% del dia
3 Sintomdtico y en cama > 50% del dia
4 Postrado

Tabla 4. Factores prondsticos en el Indice Prondstico Internacional
IPI e IPI ajustado a la edad (5).

IPI IPI ajustado a la edad

Edad > 60 afios Enfermedad avanzada:

m6Iv
Enfermedad avanzada: III 6 IV LDH aumentada

Compromiso extranodal Performance status
> | sitio ECOG >2

LDH aumentada

Performance status ECOG
> 2 pobre

estas clasificaciones se han logrado determinar
prondsticos de sobrevida en grupos grandes de
pacientes con LBDCG.

Métodos moleculares

Teniendo en cuenta los pacientes de mal
prondstico de la clasificacion pronéstica IPI y
ante la gran variabilidad del comportamiento
clinico de los LBDCG con evolucién rapida-
mente progresiva y en algunos casos desen-
laces impredecibles, se requieren nuevos mé-
todos diagndsticos que permitan abordar los
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos desde
otras perspectivas bioldgicas para plantear al-
ternativas terapéuticas apropiadas y dirigidas.
Con el advenimiento de nuevas tecnologias,
surgen otros caminos como la propuesta del
proyecto de perfil molecular de leucemias y
linfomas a comienzos de la década del 2000 en
el que se caracterizan subtipos fenotipicos de
LBDCG segtn el origen celular manifestado
en el perfil de expresion génica (7). Se iden-
tifican los linfomas de tipo centrogerminal B
(GCB) que expresan genes “normales” de las
células B centrogerminales que corresponden
a 50% de los LBDCG, los linfomas B de
fenotipo activado (ABC) que expresan genes
que se observan en la activacion de células en
sangre periférica, corresponden a 30% de los
LBDCG y un tercer grupo aproximadamente
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20% de los LBDCG denominado no clasifica-
ble conocido como “no GCB”. Se reconoce al
grupo ABC como el grupo de peor prondstico.
El pronéstico favorable de los linfomas GCB
estd asociado con la actividad disminuida de la
via de sefial del factor nuclear kB que protege
contra el efecto apoptético de la quimiotera-
pia; mientras que en el fenotipo ABC en el que
se observa una activacion constitutiva de esta
via que puede bloquear la apoptosis inducida
por la quimioterapia, contribuyendo con el po-
bre prondstico de este tipo de LBDCG (7, 8).

El fenotipo ABC se asocia con la activa-
cion de la via de sefial NF-kB, que se lleva a
cabo mediante la dimerizacion de los factores
de transcripciéon NF-kB en el citoplasma que
migran a activar la transcripcion de los ge-
nes blanco en el niicleo. Mediante métodos
que reprimen la via de sefial NF-kB, se ha
demostrado que los LBDCG dependen de
esta via de sefial para sobrevivir, a diferencia
de los LBDCG GCB. En los LBDCG ABC
se encuentran alteraciones en los genes que
codifican para el complejo de sefial CBM,
que incluyen CARDI11, BCL10, MALT1 y
que también hacen parte de la via de sefial del
receptor de la célula B: BCR; favoreciendo
estimulacién de la via de sefial NF-kB y al-
teraciones de la sefial para el BCR. Por otra
parte, se han detectado con mayor frecuen-
cia mutaciones especificas de la subunidad
CD79B que promueven activacion crénica de
sefial para el BCR. Asi mismo se han descrito
otras alteraciones como amplificacién 19q,
delecién del locus tumor supresor INKa/ARF,
trisomia 3, inactivacién del tumor supresor
BLIMP1 y la sobreexpresion de la familia de
kinasas serina/treonina PIM, en relacion con
los LBDCG fenotipo ABC (9).

Tabla 5 (6). Indice prondstico Internacional para Linfomas Agresivos.

IPI estindar

Grupo de riesgo Score IPI % progresion libre % sobrevida global
de enfermedad a 4 afios a 4 aflos

Bajo 061 85 82

Bajo intermedio 2 80 81

Alto intermedio 3 57 49

Alto 4,5 41 59

Indice pronéstico internacional revisado: R-IPI

Pronéstico Score IPI % progresion libre % sobrevida global
de enfermedad a 4 afios a 4 aflos

Muy bueno 0 94 94

Bueno 1,2 80 79

Malo 3,4,5 53 55
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Para el fenotipo GCB se reconocen dos
alteraciones genéticas: la translocacién en
BCL-2t(14;18) y la amplificaciéon C-REL que
se presentan con una frecuenciade 25%y 15%
respectivamente. La translocacion t(14;18) ge-
nera la expresion de la proteina antiapoptdtica
BCL2 que se encuentra en el centrogerminal
y en pacientes tratados con rituximab se aso-
cia con mal prondstico en el fenotipo GCB a
diferencia del ABC (9).

Métodos inmunohistoquimicos

Los LBDCG expresan marcadores pan B
como CD19,CD20,CD22,CD79ay PAXS5.La
inmunoglobulina de superficie /citoplasmadtica
(IgM > IgG> IgA) se encuentra presente de
50-75% de los casos. Otros marcadores inclu-
yen: CD10 (endopeptidasa neutral asociada
a la membrana que se expresa en las células
centrogerminales y en tejido linfoide reactivo)
en 40% de los casos, BCL-6 (proteina dedo de
zinc que actiia como represora transcripcional
y se expresa en células centrogerminales B y
algunas células T CD4+) en 60%, BCL2 en
50%, CD43 en 20%, IRF4/MUMI1 (factor
especifico linfoide de la familia de los factores
reguladores de interferén de los factores de
transcripcién, que se expresa en células plas-
mdticas y algunas células centrogerminales)
hasta en 77% y p53 (el gen supresor tumoral
pS3 actda como factor multifuncional de
transcripcién involucrado en la detencién del
ciclo celular, apoptosis, diferenciacién celular,
reparaciéon del DNA y mantenimiento de la
estabilidad gendmica) en 30% de los casos.
La identificacion de la proteina MYC nuclear
se puede realizar mediante anticuerpo mono-
clonal, que se correlaciona positivamente con
las translocaciones MYC. Tanto la expresion de
MYC como de BCL2 son predictores indepen-
dientes de menor sobrevida global y sobrevida
libre de progresion (10).

Teniendo en cuenta las grandes exigen-
cias en equipos, tecnologia y costos de las
diferentes pruebas moleculares, se desarroll6
una forma mds simplificada de identificar
los factores prondsticos mediante métodos
inmunohistoquimicos, utilizando algoritmos
como el propuesto por Hans, que estratifica
los linfomas en GCB o “no GC” segtin la
expresion de los marcadores CD10, BCL6
y IRF4/MUM-1 (7, 8, 11). Los LBDCG que
son CD10+ en mas de 30% de las células,
corresponden al grupo GCB; los casos que
son CD10- y BCL6+, IRF4/MUM -, también

corresponden al grupo GCB. Los casos que
son BCL6- CD10- 6 BCL6+ y IRFA/MUM 1+
son “no GCB”. Este algoritmo prondstico se
correlaciona con el subtipo de perfil de expre-
sién génica en algunos estudios hasta en un
86% de los casos (10).

Posteriormente se desarrollaron algorit-
mos con algunas modificaciones como el
algoritmo de CHOI, en el que se incluye la
expresion de FOXP1 [Forkhead boxprotein
1: es un factor de transcripcion alas hélice que
actda como un represor transcripcional que se
expresa tanto en tejido normal como tejido
neopldsico y se expresa en células linfoides
B pero no en células plasmaticas (10, 12)] y
GCET1 [Germinal center B-cell expressed
transcript-1 gene codifica para una proteina
expresada en las células B centrogerminales
(12)], que se correlacionado con el perfil de
expresion génica en algunos estudios hasta
en un 87% de los casos. También se describe
el método de Tally que sustituye BCL-6 por
LMO2 [LIM domain only 2: es un marcador
de linfocitos centrogerminal, cuya funcién se
desconoce (12)]; sin embargo, este método fue
el menos sensible de todos (9, 10). El grupo de
estudio internacional de LBDCG tratados con
Rituximab-CHOP reporté un algoritmo basado
en la expresion de CD10, FOXP1y BCL6 que
se correlaciond hasta en un 92,6% de los casos
con el perfil de expresion génica (13).

Las moléculas de reconocimiento in-
munolégico como la beta2microglobulina
(componente de las moléculas de histocom-
patibilidad clase I presentes en las células
nucleadas) y CD58 (molécula de adhesién
expresada en las células presentadoras de
antigeno especialmente en los macréfagos) se
han identificado tanto en LBDCG de fenotipo
GCB como de fenotipo ABC, lo que involucra
el control inmunolégico como otro mecanismo
linfomagénico (9).

El microambiente tumoral

El microambiente tumoral se ha recono-
cido recientemente como uno de los factores
prondsticos en el LBDCG mds importantes.
Se describen cuatro grupos prondsticos que
involucran pardmetros de expresion génica
como el origen celular GCB, nédulo linfoide, el
complejo mayor de histocompatibilidad clase
II y la proliferacion celular (8, 14). Como se
menciona previamente el origen celular GCB
se correlaciona con mejor prondstico.

Las caracteristicas del nédulo linfoide refle-
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jan el microamiente tumoral que se ha dividido
en dos grupos: estroma-1 y estroma-2. Los
genes que definen la firma estromal-1 codifican
para componentes de la matriz extracelular
como la fibronectina, osteonectina, isoformas
de coldgeno y laminina y factor antiangiogéni-
co tromboespondina. También modificadores
de la sintesis de coldgeno como LOXLI y
SERPINHI1, proteinas que remodelan la matriz
extracelular como MMP2, MMP9, MMP14,
PLAU y TIMP2 y factor de crecimiento de te-
jido conectivo (CTGF). Ademas incluye genes
que se expresan en células de linaje monocitico
como CEBPA 'y CSF2RA (15).

Los genes que definen la firma estromal-2
codifican para marcadores de células endo-
teliales como el factor de von Willebrand
y CD31 (molécula de adhesién plaquetaria
o PECAMI1); genes que se expresan en el
endotelio como EGFL7, MMRN?2, GPR116,
SPARCLI; genes reguladores de la angiogé-
nesis como el receptor 2 del factor de creci-
miento vascular endotelial (VEGF), GRB10
o factor receptor de crecimiento que se une a
la proteina 10 y media la via de sefial KDR;
integrina alfa 9 que desencadena la sefial para
VEGTF; la tirosina kinasa endotelial (TEK), el
receptor de la tirosina kinasa para la citoquina
angiopoyetina; ROBO4 molécula endotelial
especifica que regula angiogénesis y el onco-
gen homdlogo del virus de la eritroblastosis
E26 (ERG) factor de transcripcidn necesario
en la formacion tibulo endotelial. Otros ge-
nes como CAV1, CAV2 y EHD2 codifican
componentes de caveolae que se especializan
en las estructuras de membrana plasmatica
abundantes en las células endoteliales nece-
sarias para la angiogénesis (15).

En caso de alta representacién de compo-
nente estromal tipo 1, se correlaciona con gran
depésito de matriz extracelular e infiltracién
por monocitos y macréfagos que predice
buen prondstico; mientras que el componente
estromal tipo 2 refleja angiogénesis y gran
densidad vascular en el estroma tumoral que
se relaciona con mal pronéstico (14, 15). Con
el fin de evaluar el tipo estromal 1 se utiliza
un anticuerpo dirigido contra la proteina se-
cretada, 4cida y rica en histidina SPARC: si
se encuentra una tincién SPARC muy positiva
en el estroma tumoral, se correlaciona con un
mejor prondstico comparado con los linfomas
SPARC cuya tincidn es escasa o ausente (16).
Otro método reportado consiste en medir la
densidad de los microvasos, lo que se relaciona
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con mal prondstico aun en pacientes tratados
con esquemas de quimioterapia asociando
rituximab (17).

La pérdida del complejo mayor de his-
tocompatibilidad clase II (HLA-DRA) fue
identificada como un factor prondstico inde-
pendiente que se correlaciona con la pérdida
de la respuesta celular inmunoldgica dada
por los linfocitos CD8+ y por ende con mal
prondstico. En la respuesta inmunolégica
los linfocitos citotéxicos CD8+ reaccionan
frente a antigenos presentados por moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad
clase I que se encuentran en casi todas las
células nucleadas. Los antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad clase II sélo se
presentan por algunas células presentadoras
de antigenos como células B, macréfagos y
células dendriticas generando una respuesta
celular T ayudadora CD4+. La respuesta ce-
lular T ayudadora contribuye con la respuesta
celular T citotéxica que es la respuesta celular
inmunolégica asociada con la via final encar-
gada de la muerte celular tumoral (18).

La proliferacién celular se manifiesta
clinicamente por el estado avanzado del
compromiso clinico y biolégicamente por
marcadores como el porcentaje del Ki67. El
Ki67 es un antigeno nuclear que se expresa en
las células en ciclo celular y el porcentaje de
las células que expresan Ki 67 se correlaciona
con el volumen de células tumorales. No se
considera marcador prondstico independiente
en pacientes tratados con rituximab (14, 15).

MicroRNAs

Los MicroRNAs ademads de tener un rol en
el diagnéstico de los LBDCG también se con-
sideran con potencial prondstico. Atin no son
muchos los microRNA identificados con los
fenotipos de LBDCG; sin embargo, miR-21 se
ha establecido como un diferenciador entre el
fenotipo GCB y ABC. Niveles aumentados de
miR-21 se asocian con mayor sobrevida libre
de enfermedad. En pacientes con LBDCG de
fenotipo ABC y alta expresion de MiR-155 se
encontré una mayor sobrevida (19).

Otros microRNA identificados como
factores prondsticos independientes en el
seguimiento de pacientes con LBDCG tanto
para la sobrevida global a cinco afios como
la sobrevida libre de enfermedad fueron:
miR-18a, miR-181a y miR- 222 (19). En la
actualidad los microRNA clasificados por
grupos se encuentran en evaluacién tanto en
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la patogénesis de los linfomas como en su
valor predictivo.

Doble hit y triple hit

La proliferacion celular asociada a MYC se
correlaciona con mal pronéstico (14, 20, 21).
Las translocaciones que comprometen MYC se
observan hasta en 10% de los casos (20). MYC
se localiza en el cromosoma 8q24 y codifica
para un factor de transcripcién involucrado en
la regulacién de la procesos celulares como
el control del ciclo celular, la proliferacion,
metabolismo, apoptosis y migracién celular.
Se define como un factor prondstico adverso
independiente en los pacientes con LBDCG
tratados con rituximab (14). La presencia de
MYC no pudo ser correlacionada con los facto-
res prondsticos clinicos ni con la proliferacién
celular medida por Ki67 (20).

Los linfomas B que presentan simultdnea-
mente rearreglos en MYC y en IGH-BCL2
se conocen como linfomas doble hit y se
caracterizan por su comportamiento clinico
agresivo asociado a alteraciones cromosémicas
complejas, alta proliferacidn celular con Ki67
superior a 80% y muy pobre prondstico con
una sobrevida media inferior a 1 afio (3, 14,
21, 22). El inmunofenotipo de los LBDCG
doble hit se presenta usualmente como fenoti-
po GCB con expresion de CD10+, BCL6+ y
IRF4/MUM 1-. La proteina BCL2 se detect6 en
95% de los casos (22). Los linfomas triple hit
se presentan asociando compromiso de MYC,
BCL2 y BCL6 (21, 22).

CD5

CD5 es una glicoproteina transmembrana
que se expresa en células T normales y en
un grupo de células B neopldsicas (12). Los
LBDCG CD5+ tienen un comportamiento
clinico mds agresivo, generalmente se trata de
pacientes mujeres mayores con enfermedad
retroperitoneal de tipo bulky. Se presentan
de novo y no se relacionan con proliferacién
linfocitaria crénica CD5+ como leucemia
linfoide crénica o con linfoma del manto. La
agresividad del linfoma parece dependiente
de la activacién del CD5 (3). Sin embargo la
mayoria de los LBDCG CD5+ pertenecen al
fenotipo ABC, generalmente CD10-, Bcl2+
y MUMI1+. Se asocian con factores de mal
prondstico como LDH elevada, sintomas B,
compromiso extranodal frecuente y en particu-
lar del SNC, estado clinico avanzado y pobre
performance status. El tratamiento con rituxi-

mab parece haber disminuido el compromiso
del SNC. También se identifican alteraciones
cromosémicas complejas (23).

Conclusiones

La aplicacién del indice prondstico interna-
cional sigue siendo atin una clasificacién muy
valiosa a pesar de que fue desarrollada antes
del tratamiento de rutina con rituximab para
todos los pacientes con LBDCG. En la nueva
era de tratamiento atin no se han validado las
diferentes tentativas de estratificacion pronds-
tica, aunque el aporte al conocimiento sobre
el comportamiento bioldgico de los diferentes
LBDCG ha sido considerable con estas nuevas
tecnologias. Aun en la actualidad no se pueden
aplicar estos métodos moleculares de rutina en
la préctica clinica debido no solamente a que es-
tos pardmetros carecen de estandarizacién que
permita su validez a gran escala, sino también
por tratarse de recursos de alto costo que requie-
ren laboratorios de alta tecnologia. Teniendo en
cuenta que los métodos inmunohistoquimicos
constituyen una herramienta de menor costo,
se vienen aplicando mds ampliamente en la
préactica clinica.

Todas estas posibilidades de identificacion
de factores prondsticos, permiten desarrollar es-
trategias terapéuticas dirigidas como tratamien-
tos antiangiogénicos en el caso de linfomas
con densidad vascular aumentada como por
ejemplo lenalidomida o como bevacizumab que
es un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
factor de crecimiento endotelial (VEGF) actual-
mente en investigacion (9, 24); de estimulacién
inmunoldgica celular T en el caso de linfomas
con disminucidn de la capacidad de respuesta
inmunoldgica mediante activacién de células
T in vitro; entre otras.

Segtin la biologia tumoral se vienen inves-
tigando anticuerpos monoclonales dirigidos
contra otras molélulas de los LBDCG como
el epratuzumab anticuerpo monoclonal huma-
nizado dirigido contra el marcador célula B
CD22; dacetuzumab anticuerpo monoclonal
anti — CD40 siendo CD40 una proteina trans-
membrana de la superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral expresada en células
B; blinatumomab un bi-anticuerpo dirigido con-
tra el marcador B CD19 y el marcador T CD3;
inotuzumab ozogamicin dirigido contra CD22
conjugado con calicheamicina (24). También se
utilizan moléculas inhibidoras de marcadores
especificos como BCL6 (25). En el caso del LB-
DCG de fenotipo ABC se viene investigando la
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asociacion de esquemas de quimioterapia con
bortezomib inhibidor del proteasoma Barton y
mds recientemente el inhibidor de la tirosina
kinasa de la agamaglobulinemia de Bruton
(BTK) conocido como ibrutinib asociado a
lenalidomida (26).

Los marcadores de mal pronéstico detecta-
dos en el estudio de Guevara y cols (27), estdn
correlacionados con pacientes con enferme-
dad avanzada y con el fin de considerarlos
como factores prondsticos aislados, deben
ser corroborados con el desenlace clinico y
los marcadores bioldgicos que actualmente
se encuentran en investigacion; teniendo en
cuenta que en estudios clinicos previos, el
ki67 y la beta2microglobulina no han sido
validados como factores prondsticos aislados
en pacientes tratados con rituximab y pueden
explicarse tinicamente por el diagnéstico tardio
de la enfermedad (12, 14, 15).

Estos esfuerzos permitirdn mejores resulta-
dos con tratamientos mds dirigidos y ajustados a
pacientes con LBDCG seglin sus caracteristicas
clinicas, bioldgicas y moleculares; teniendo
en cuenta que todo tratamiento incluyendo la
adicion de rituximab puede mejorar la respuesta
tumoral pero ademds de aumentar costos tam-
bién comporta toxicidad adicional asociada a
desenlaces fatales que debe ser evaluada con
modelos de seguimiento estricto (28).
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