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ADN
Al
AP1
APAF
APAF1
APC
ATF2
BCL-2
BCR
CCL20
Cdc20
CDK
CDKI (CKI)
CM
CTL
DFI
DL
EBER
EBNA
EGF1
EN
ERK
FAK
FISH
FLIP
GWAS
HLA
HHV
HRS
HTLV-1
IF
IHC
IKBA
IKBE
IKK

Acido desoxirribonucleico
Apoptosis index

Activation protein 1

Apoptotic protease activating factor
Apoptotic protease activating factor 1
Anaphase promoting complex
Activating transcription factor 2

B cell lymphoma 2

B cell receptor

Chemokine (C-C motif) ligand 20
Cell divisidn cycle protein 20
Cyclin-dependent protein kinases
cdk inhibitors

Celularidad mixta

Cytotoxic T lymphocytes

DNA fragmentation index
Depleccion linfocitica

Epstein Barr encoded RNA
Epstein Barr virus nuclear antigen
Early growth response protein 1
Esclerosis nodular
Extracellular-signal-regulated kinases
Focal activated kinase
Fluorescence in situ hybridation
FLICE inhibitory protein

Genome wide association study
Human leukocyte antigen

Human herpesvirus

Células Hodgkin y Reed Stenberg
Human T-lymphotropic virus-1
Interfolicular
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NFKB inhibitor alpha
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Ik B kinase
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ISH In situ hybridation

JAK-STAT Janus kinase/signal transducers and activators of transcription pathway

KSHV Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus

LH Linfoma de Hodgkin

LHc Linfoma de Hodgkin clasico

LHPLN Linfoma de Hodgkin de predominio linfocitico nodular

L&H cells lymphocytic and histiocytic cells

LMP Latent membrane protein

MAPK Mitogen-activated protein kinases

MdM2 Mouse double minute 2 homolog

M Mononucleosis infecciosa

MIB1 E3 ubiquitin-protein ligase

miRNA Micro RNA

MPF Mitosis promoting factor

NASBA Nucleic acid sequence based amplification

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

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

NLPHL Nodular lymphocyte predominant Hodgkin’s lymphoma

PBS Solucion buffer fosfato salino

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR Polymerase chain reaction

PI3K-AKT Phosphatidylinositide 3-kinases, Protein Kinase B

PL Predominio linfocitico

PTEN Phosphatase and tensin homolog protein

RANK Receptor activator of nuclear factor kappa B

RB1 Retinoblastoma protein

RT-PCR Revers transcription polymerase chain reaction

SKP2 S-phase kinase-associated protein 2

SNP Single nucleotide polymorphism

TMA Tissue microarray

TNF Tumor necrosis factor

TNFAIP3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3

TNFR Tumor necrosis factor receptor

TRAF TNF receptor associated factors

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

VEB Virus de Epstein Barr
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1. INTRODUCCION







1.1. CICLO CELULAR

“Donde aparezca una célula tiene que haber existido una célula previa, del mismo modo
que los animales sdélo pueden surgir a partir de otros animales y las plantas a partir de otras
plantas”.[1]

“All of today’s DNA, strung through all of the cells of the earth, is simply an extension and
elaboration of that first molecule. In a fundamental sense, we cannot claim to have made
progress, since the method used for growth and replication is essentially unchanged” [2]

El ciclo celular es una secuencia ordenada de procesos durante la cual se produce la du-
plicacién exacta y sin errores del acido desoxirribonucleico (ADN) de los cromosomas (fase
S) y la posterior divisién, también exacta, en 2 células hijas (fase M).

Asi, el ciclo celular eucariota se divide en cuatro fases secuenciales: G1, S, G2 y M. Las
tres primeras se denominan en conjunto Interfase.

La célula dispone de unos “puntos de control” que controlan el progreso dentro del ciclo
celular. Estos puntos de control evallian y aseguran que en cada momento existen las condi-
ciones adecuadas para que la célula pueda replicarse, y que dicha replicacion se desarrolle
de forma correcta.

En la primera fase, fase G1, se produce la replicacién de los centriolos, empieza a pro-
ducirse el aumento del citoplasma y aumentan en conjunto todas las estructuras celulares.
Aqui ya existe un primer punto de control.

A continuacion la célula entra en fase S, en la que se da la sintesis (duplicacion) del ADN.
En esta fase existe un segundo punto de control que asegura que la duplicacién de los cro-
mosomas ocurre Unicamente una vez en cada ciclo celular.

Posteriormente la célula entra en fase G2, en la que se condensan los cromosomas y se
preparan las estructuras necesarias para la mitosis. De nuevo en esta fase nos encontramos
un tercer punto de control, en el que se evalla si la duplicacion se ha realizado correcta-
mente y se puede pasar a la fase M.

Las fases G1 y G2, que proporcionalmente ocupan gran parte del tiempo en el que se
desarrolla el ciclo celular, no son meros periodos de espera o fases de descanso que permi-
tan crecer a la célula. Son puntos cruciales de control que permiten comprobar a la célula
el medio interno y externo . Asi, en situacion de “ayuno” las células no recibiran factores de
crecimiento y se quedaran “hibernando” en G1. Lo mismo ocurrira si la célula detecta una
lesién en el ADN: en este caso también habra un stop en G1 al efecto de reparar el dafio y
continuar el ciclo, o bien programar el suicidio apoptdtico si el dafio es irreparable.

Por Ultimo, en la fase M, fase de mitosis, se dividira la célula original en 2 células hijas con
idéntica dotacidén cromosdmica. [3, 4]
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1.1.1. Ciclinas y protein cinasas dependientes de ciclinas (cdk)

El avance en el ciclo celular depende de 2 grupos de proteinas, las ciclinas y las protein ci-
nasas dependientes de ciclina (cdk, cyclin-dependent protein kinases). Las cdk son enzimas
gue ejercen su accion fosforilando a determinadas proteinas. Las ciclinas son subunidades
reguladoras de las cdk. La unién de las cdk con las ciclinas forma el complejo cdk-ciclina,
activando la funcidn cinasa de las cdk. Este complejo cdk-ciclina activo es el que permite el
progreso del ciclo celular.

Existen varios tipos de ciclinas que son activas en distintas fases del ciclo celular. Cada
una de ellas tiene especial afinidad para determinadas cdk. Asi, se ha comprobado que las
ciclinas D1, D2 y D3 (cdk 4 y cdk 6) y ciclina E (cdk 2) regulan principalmente la fase G1 y
G1/S, laciclina A (cdk 2) regula la fase Sy las ciclinas Ay B (cdk 1) regulan principalmente la
fase M [5, 6]

1.1.2. Cdk inhibidores (cdki): familia Cip/Kip

Las cdki (cyclin-dependent kinase inhibitors) son una familia de proteinas polipeptidicas
inhibidoras de cdk. Estas proteinas actian uniéndose a las ciclinas e impidiendo por lo tanto
la unién cdk-ciclina y la progresién del ciclo celular. Son proteinas supresoras tumorales, y
los genes que las codifican son genes supresores tumorales. Por lo tanto, mutaciones en
dichos genes pueden suponer una pérdida de control del ciclo celular y un riesgo de proli-
feracion celular.

En esta familia encontramos a p21, p27 y p57. Estas actuan a nivel de todos los cdk.

Dentro de las cdki existe una serie de proteinas que actuan de forma especifica a nivel
de G1, son la familia INK4. Estas actuan interponiéndose entre ciclina D y cdk 4/cdk 6. La
mas representativa de esta familia y mejor estudiada es p16. Otras son p15, p18 y p19 [6]
(Figura 1).
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Figura 1: Ciclo celular y regulacion [9]
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1.1.3. Puntos de control de ciclo celular

Existen puntos de control en los que se revisa a la propia célula y el medio externo. Estos
sistemas de control o “checkpoints” actuan mediante sefiales intracelulares negativas, que
provocan el stop del avance del ciclo si detectan que las condiciones no son las ideales.
Defectos a nivel de estos puntos de control pueden dar lugar a defectos del ADN que no
podran ser reparados.

Estos puntos de control son los siguientes:

Punto de restriccion, al final de la fase G1. Regulado por las ciclinas de fase G1 (cdk4 y
6/ ciclinas D), que actuan sobre el complejo E2F-Rb fosforilando a Rb (inactivandolo)
y provocando la liberacion de E2F (factor de transcripcién). Esto inducird la sintesis
proteica y el avance en el ciclo.

El regulador inhibidor en este punto sera p16. La accién de p16 viene controlada por
el medio extracelular. El déficit de nutrientes, mitégenos y factores de crecimiento
provocara un acumulo de p16, que se unird a cdk4 y 6/ciclina D, bloqueandolos y
consiguiendo que la célula se mantenga en G1y evitando de esta forma la progresion
del ciclo celular.

Ademas inducira la liberacién de otra potente ckdi como p27.

Primer punto de control: justo antes de fase S, aun en G1. Regulado por el complejo

cdk2-ciclina E, inductor de ciclo celular por el mismo mecanismo descrito previamen-
te sobre el complejo E2F-Rb.

En este caso existen 2 genes supresores tumorales que actian bloqueando el ciclo
celular en caso de lesién de ADN que son p53 y p21, y una tercera proteina supre-
sora tumoral que es ARF. Ante una lesidn en el ADN, p53 se activa separandose de
MdM2. Este aumento de p53 libre provoca también el aumento de p21, que se unira
a cdk2-ciclina E, blogueando el ciclo celular. ARF es otro supresor tumoral que actua
uniéndose y bloqueando a MdM2 y provocando la liberacién y elevacién de p53.

Segundo punto de control: al final de G2 (antes de M). En este punto se revisa de

nuevo que el medio extracelular sigue siendo adecuado y que el material genético se
ha duplicado de forma correcta y sin errores.

Los reguladores aqui son las ciclinas M, o “Factor Promotor de la Mitosis” (cdk1 y
ciclina A yB), cuya activacién dependerd de los genes supresores p53 y p21 que ac-
tuaran como reguladores negativos.

Tercer punto de control: en fase M. Aqui el control viene mediado por el conjunto
APC (anaphase promoting complex)-cdc 20 (cell-division cycle protein 20). Si detectan
cualquier error envian sefial negativa y la célula queda frenada en metafase, antes de
pasar a la anafase, suspendiéndose por lo tanto la mitosis. [7, 8]
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1.1.4. Control extracelular del ciclo celular

Existen diferentes vias de control extracelular. Estas vias son rutas de transduccion
de sefial que estimularan la proliferacion celular. Por ejemplo la via Ras-MAPK, consti-
tuida por una oncoproteina (Ras) y una cinasa (MAPK, mitogen activated kinasa) actua
inducida por mitégenos a nivel de G1, liberando el control negativo del ciclo y permi-
tiendo la progresién del ciclo celular.

Otras vias son la via FAK (focal activated kinasa), |a via PI-3 quinasa, etc.

1.2. APOPTOSIS EN EL CANCER

La apoptosis, o muerte celular programada, fue descrita inicialmente por sus caracteris-
ticas morfoldgicas, que incluian “ contraccion celular, desestructuracion de la membrana,
condensacién de la cromatina y fragmentacion nuclear”.[10]

Este mecanismo “suicida” de destruccion de las células innecesarias o patoldgicas esta
mediado por enzimas proteoliticas llamadas caspasas, que se activan a partir de procaspa-
sas, sus precursores inactivos. Estas, a su vez, se activan por otras caspasas, produciéndose
una cascada proteolitica de caspasas. Este proceso, una vez iniciado, es irreversible y au-
toamplificable.

La apoptosis es un proceso que se activa mediante diferentes agentes como pueden ser la
hipoxia, déficit de factores de crecimiento, radiacion, lesion de ADN, disfuncién telomérica etc.

Existen multiples puntos de control de la apoptosis, regulados genéticamente. No obs-
tante, se ha demostrado que diversas mutaciones oncogénicas pueden provocar alteracio-
nes a nivel de éste proceso de muerte celular, y que tienen por lo tanto un papel muy im-
portante a nivel de la carcinogénesis. [11]

p53 fue el primer gen supresor tumoral que se relaciond con la apoptosis. Previamente
ya era conocida su accion a nivel de regulacidon del ciclo celular, pero en 1992 diferentes es-
tudios demostraron que la activacién por diferentes agentes (radiacidn, hipoxia, mitédgenos)
de p53 tenia un efecto promotor de la apoptosis. Posteriormente se han demostrado que la
pérdida de p53, o la mutacidn de otros componentes de la via p53 (Mdm-2, ARF, Bax) tiene
un efecto oncogénico demostrado en diferentes tumores.

Otras mutaciones oncogénicas que pueden promover la apoptosis pueden ser la activacion
de c-myc, la oncoproteina E1A, la pérdida de Rb, mutaciones a nivel de p14ARF (alternate
reading frame), etc. [12]

1.2.1. Via intrinseca de activacion de apoptosis

En la activacion de la via intrinseca de la apoptosis es de vital importancia la liberacion de
citocromo C mitocondrial, que al ser liberado se une a Apaf 1 (apoptotic proteasa activating
factor 1) y a la procaspasa 9, formandose el complejo efector de muerte Apaf-1/caspasa-9,
0 apoptosoma, e induciendo la fase final de la apoptosis.

Esta via puede ser activada por la via extracelular, pero sera regulada por diferentes pro-
teinas. Mutaciones a nivel de estas proteinas tendran por lo tanto potencial oncogénico.
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1.2.2. Proteinas reguladoras de la via intrinseca: familia Bcl-2

Existen 3 familias de proteinas, que se clasifican en funcién de los diferentes dominios
gue presentan. Desde el punto de vista funcional podemos clasificarlas en 2 grupos: pro-
teinas antiapoptoticas (Bcl-2, bcl-xl), y proteinas proapoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bim, Bid,
Puma, Noxa). Bcl-2 fue clonado y caracterizado en 1988, y su accidon no empezo a ser bien
establecida hasta unos afos después, siendo uno de los oncogenes mas conocidos y estu-
diados.

Posteriormente se han podido identificar las restantes proteinas descritas, hasta un total
de 16 que conocemos en la actualidad. (Figura 2).
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Figura 2: Apoptosis y cancer. [13]

Se conocen en profundidad sus mecanismos de accidon y como estan interrelacionadas.
No obstante, la decisidn ultima de iniciacidon o no de la apoptosis resulta de una compleja
integracion de sefiales internas y externas pro y antiapoptoticas, asi como de un “cross-talk”
entre diferentes vias de sefializacion. [4, 12]

1.2.3. Vias extrinseca de activacion de la apoptosis

A nivel molecular las vias de muerte celular mejor conocidas son las que afectan a los
“death receptors”, incluyendo a Fas/CD 95, TNFR1, DR3, DR4, DR5. Estas son proteinas de
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membrana de la familia de los TNF que activan la apoptosis al producirse la unién recep-
tor-ligando.

Asi, es conocido que mutaciones a nivel del receptor Fas/CD95 pueden generar la apa-
ricion de enfermedades linfoproliferativas por defecto de la apoptosis a nivel de las células
linfoides .

Otra via clasica de senalizacién es la via PI-3 quinasa. Esta via se activa por Ras y es in-
hibida por el gen supresor tumoral PTEN. La aparicion de mutaciones activadoras de Ras o
pérdida de PTEN se detectan frecuentemente en diferentes tumores.

A su vez, existen proteinas inhibidoras reguladoras de la apoptosis, “puntos de control”,
tanto intracelulares como extracelulares, que pueden bloquear esa unidon ligando-recep-
tor, como por ejemplo FLIP (FLICE inhibitory protein). Estas proteinas pueden ser también
reguladas por otras vias, como por ejemplo por la via NF- kB que promueve una accién
antiapoptotica y activa a la vez genes implicados en la cascada inflamatoria. [12]

En resumen, existe una compleja maquinaria celular, regulada por vias de sefializacion
extraeintracelulares queregularan el ciclo celularylaapoptosis. Laaparicidon de alteraciones
en cualquiera de estos puntos tendrd un importante potencial oncogénico, por lo que la
investigacion sobre el ciclo celular y la apoptosis es muy importante de cara al diagnéstico,
el prondstico y la terapia del cancer.[12] (Figura 3)
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Figura 3: Circuitos celulares. Vias de sefalizacién, regulacién de ciclo celular y apoptosis. [14]
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2.1. Infeccion y patrones de latencia

El virus de Epstein Barr (VEB) es un herpesvirus humano de la subfamilia de los gam-
maherpesviridae. Es un virus de doble cadena de ADN que comprende aproximadamente
170 kilobases y que codifican mas de 85 genes [15, 16].

La infeccién por VEB suele ser asintomatica y ocurrir en la infancia; cuando ocurre de for-
ma mas tardia, en la adolescencia, puede dar lugar a un trastorno linfoproliferativo benigno
y transitorio que sera el responsable del cuadro clinico conocido como mononucleosis in-
fecciosa (Ml).

Es un virus linfotrépico que se transmite por la saliva y que infecta al 90% de la pobla-
cion mundial. [17]

El ciclo vital del VEB es bifasico, al igual que otros herpes virus, pudiendo establecer
infecciones latentes (persistentes) y replicativas (productivas, liticas). Durante la fase re-
plicativa existird una extensa transcripciéon del genoma virico, con una amplia expresion
de proteinas viricas. En cambio su expresion serd muy restringida durante la fase de la-
tencia. [18]

Tras la primoinfeccidn inicial en los érganos linfoides orofaringeos, el virus se estable-
cera en forma de infeccidn latente y de forma indefinida en los linfocitos B de memoria,
en forma de episoma (ADN circular), integrandose su ADN en el nucleo de la célula infec-
tada. Posteriormente realizara episodios de reactivacion, con replicaciones liticas episédi-
cas en las células B y en las células epiteliales, mecanismo esencial para su diseminacién
célula a célulay huésped a huésped.[19, 20]

Se han establecido diferentes patrones de expresion del material genético del VEB.

En la fase de infeccidn latente manifiesta el patron Ill de latencia, o programa de creci-
miento. Este programa engloba la expresién de seis antigenos nucleares del VEB (EBNA-1,
EBNA-2, EBNA-LP, EBNA-3A, EBNA-3B Y EBNA-3C), tres proteinas de membrana latentes
(LMP-1, LMP-2A y LMP-2B), dos pequeiios RNAs no codificantes (EBER-1 y EBER-2), y los
transcriptos de la regién BamH1A [21].

Este patrdn se asocia con la transformacién de la células B (inmortalizacidn) mediante
Pax 5, que actua como activador especifico de la transcripcion de células B. Asi, las células
B naive infectadas entran en el centro germinal, donde proliferan y se expanden clonal-
mente, aumentando por tanto el pool de célula infectadas por VEB.

Posteriormente adoptaran el patron de latencia Il (programa por defecto), que se ca-
racteriza por expresar Unicamente EBNA1, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B, EBER-1 y EBER-2.

Por ultimo el virus entra en fase totalmente latente, permaneciendo en los linfocitos
B de memoria, con disminucién muy importante de su expresidn proteica, siendo Unica-
mente LMP-2A la proteina expresada. [22, 23]
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Unicamente cuando éstos se dividen expresard EBNA-1, permitiendo al genoma viral
replicarse conjuntamente con el de su huésped. Es lo que algunos consideran el tipo | de
latencia.[24] (Figura 4).
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Figura 4: Latencia del VEB y tumores asociados [25]

El VEB se ha relacionado con el desarrollo de neoplasias malignas de células B y de cé-
lulas epiteliales. Estas incluyen al linfoma de Burkitt, carcinoma nasofaringeo, Linfoma de
Hodgkin, asi como canceres en pacientes inmunocomprometidos, como en la enfermedad
linfoproliferativa post trasplante, linfoma asociado a SIDA, carcinoma gastrico. [26-29]

Estos tumores presentaran diferentes patrones de latencia, que de alguna forma aun no
bien establecida, podrian explicar la relacion entre el VEB y dichos tumores. Asi por ejem-
plo, en el caso del linfoma inmunobl3stico, el VEB presenta un patrén de latencia lll, en cam-
bio presentara patrén de latencia Il en el carcinoma nasofaringeo, en los linfomas de célula
Ty en el linfoma de Hodgkin y patron de latencia | cuando se asocia al linfoma de Burkitt,
asemejandose al patrén que presentan los linfocitos B de memoria. [30-35]

Los genes del VEB y las funciones que en la actualidad se les reconocen, son los siguien-
tes: [21, 36]

e EBNA-1 es el responsable del mantenimiento del genoma, se une al episomay provo-
ca la replicacion del DNA viral. También desempena un papel a nivel de la regulacion
de la transcripcién de las otras proteinas latentes nucleares. Ademas puede provocar
por un lado la disminucidn de la protein-tirosin fosfatasa-Kappa, que es un gen supre-
sor tumoral, asi como el aumento de CCL20 que provocara un efecto de atraccion al
microambiente de células T reguladoras (Treg).[19, 37]

e EBNA 2y 3 son reguladores transcripcionales. EBNA-2 puede activar a algunos ge-
nes virales, como LMP1 Y LMP2. EBNA-3 también pueden jugar un papel a nivel de
la transformacidn de las células B, y concretamente EBNA-3C permite escapar a los
puntos de control del ciclo celular.[35]
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e LMP-1 es el mayor efector de cambio celular, la principal proteina oncogénica del VEB.
Puede imitar o actuar como un receptor CD40 activo, via de sefalizacién que median-
te la via TRAF activara a NF- kB. La activacién de esta via de sefializacion provocara la
inhibicién de la apoptosis, mediante la sobreexpresion de bcl-2 y de otros genes. Tam-
bién puede mediar en la activacidn de otras vias de sefializacion como AP1 (mediante
JNK/c-Jun), ATF2 (mediante p38/MAPK), y en la activacion de la via Jak-STAT. Mediante
la activacién de estas vias de senalizacidn provocara un cambio en la expresidn génica
del VEB. [21, 34, 38-40]

e LMP-2A es una proteina que tiene la capacidad de puede sustituir la funcién de BCR,
por lo que las células precursoras B infectadas por el VEB que expresan LMP2A podrian
sobrevivir sin BCR. Ademas puede activar la via Notch, provocando la alteracién de
los niveles de factores de transcripcion E2A y EBF, y favorecer la expresion de genes
asociados con la induccion del ciclo celular y la inhibicién de la apoptosis. (Ki67,
ciclina A, PCNA, bcl-xl, survivina). Por ultimo, puede desempefiar también un papel
importante en la disminucidn de la expresién de marcadores de célula B [41-43].

e LMP-2B: su funcion es insuficientemente conocida

e EBER 1 y 2: pueden desempefiar algun papel patogénico en el linfoma de Burkitt.
Trabajos recientes sugieren que podria actuar suprimiendo la transcripcién de p21cip/
waf y aumentando la resistencia a la apoptosis mediante la accién inhibitoria sobre p53,
EGR1. Este mecanismo podria ser un evento de gran importancia en el desarrollo de
estos linfomas.[44]

e BARTs: su funcidén, asi como la de los miRNA aun esta por definir. [45]

Asi, LMP1 y LMP2A, mediante CD40 y BCR respectivamente, contribuyen a la seleccién y
supervivencia de las células B del centro germinal infectadas por el VEB, ademas de la ya ex-
plicada contribucidn a la pérdida de expresion de fenotipo B en las células HRS VEB positivas.
[46, 47] (Figura 5).

2.2. Deteccion de marcadores del VEB en los tejidos

2.2.1. Deteccion de antigenos viricos (técnicas inmunohistoquimicas)

La demostracion in situ de antigenos codificados por el VEB en las células linfoides pro-
porciona una suficiente evidencia de la infeccion virica. Las técnicas iniciales de inmunofluo-
rescencia fueron dirigidas a la deteccion de EBNA-1, dado que este antigeno se expresaba
en todas las formas de infeccion del VEB. Posteriormente se pasd a la determinacion de
EBNA-2 y de LMP-1 también por técnicas inmunohistoquimicas (IH) mediante anticuerpos
monoclonales, como PE2 para EBNA-2 y S12 y CS.1-4 para LMP-1. Son técnicas de realiza-
cion practicamente universal, bien estandarizadas y de alta seguridad. [48, 49]
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Figura 5: genoma del virus Epstein Barr[35]

LMP-1 da una alta sefal localizada en el citoplasma y en la membrana celular. Es una téc-
nica rapida y que puede dar falsos negativos si la preparacion de la muestra no es correcta
y el tejido no estd bien fijado. También se debe tener en cuenta el riesgo de falsos positivos
que puede darse al marcar a los eosindfilos y las células plasmaticas, aunque raramente se
expresa en linfocitos del microambiente tumoral. [11, 18, 50-52]

2.2.2. Deteccion de acidos nucleicos

Hibridacidn basada en filtros: se puede detectar DNA y RNA del VEB en tejidos pu-
rificados extraidos por técnicas de Dot-blot y Southern blot y por Northern blotting

respectivamente. Estas determinaciones deben realizarse preferentemente en tejido
fresco o congelado. La técnica de Southern blot de las regiones terminales del geno-
ma nos puede suministrar informacion referente a la clonalidad del virus y la fase de
latencia en la que se encuentra (fase latente o fase replicativa). [53]

Técnicas de reaccidn de polimerasa en cadena (PCR): mediante la utilizacion de dife-
rentes primers, o secuencias promotoras, detectaremos ADN del VEB. Esta técnica
puede realizarse tanto en tejido fresco como en tejido parafinado. Tiene una alta o

muy alta sensibilidad que permitira, en funcién de las condiciones de amplificacidn,
detectar sefial del VEB en linfocitos infectados no neoplasicos, por lo que una de-
terminacion positiva de PCR para VEB debe ser interpretada con precaucién por el
riesgo de que sea un falso positivo. Por lo tanto siempre es recomendable que ésta
técnica se realice conjuntamente con las técnicas in situ (deteccidon de antigenos o
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hibridacidn), pues permiten identificar la localizaciéon celular de la sefial positiva de la
técnica de PCR. [51, 54]

También pueden realizarse técnicas de RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) para detectar transcritos RNA del VEB, que sera de utilidad para ana-
lizar el patréon de expresion genético del VEB. Ambas técnicas pueden realizarse en
células aisladas extraidas del tejido tumoral por técnicas de micromanipulacién. Una
tercera opcidn seria la amplificacion secuenciada de acidos nucleicos (NASBA).[30]

e Hibridacidn in situ (ISH): la identificacién del origen celular de acidos nucleicos virales
requiere del uso de técnicas de ISH. Los transcriptos de EBER son tan abundantes en
la infeccion latente que aportan una gran sensibilidad a la técnica, incluso en muestra
en parafina. Esta técnica combina las ventajas de ISH (buena morfologia y conserva-
ciéon de la integridad tisular) con una sensibilidad comparable a las técnicas de PCR,
proporcionando por lo tanto una diana excelente para la deteccién y la localizacion
de las células infectadas por el VEB. No obstante no esta exenta de riesgo de falsos
positivos (infeccidon de algunos linfocitos B, reaccion cruzada con mucina, levaduras
o materiales vegetales), o de falsos negativos debidos a degradacidon del RNA [55]
(Figura 6).

2.2.3. Guias para el diagnéstico de la infeccion por el VEB en el LHc

En la actualidad no existen unas guias de consenso para el diagndstico de la infeccidn por
el VEB. Existe una gran variabilidad en las técnicas utilizadas por los diferentes grupos inves-
tigadores, en la preparacion de las muestras, en los anticuerpos utilizados, existe un sesgo
atribuible a la interpretacidon que los patdlogos hacen de una muestra, etc.

No obstante, entre los afios 1990 y 2000 estas técnicas mejoraron y se estandarizaron,
y progresivamente la deteccién de EBER mediante HIS y de LMP-1 mediante IH se fueron
estableciendo como las dos técnicas de eleccion.

Pese a esta tendencia casi universal, no existian trabajos que comparasen o analizasen la
seguridad de las mismas, Unicamente algunos grupos referian que en sus trabajos observa-
ban una coincidencia practicamente total en los resultados obtenidos con ambas técnicas.
[56, 57] Por este motivo, el grupo de Glaser y Gulley intentd analizar la fiabilidad y seguridad
del diagndstico mediante EBER y LMP-1. Inicialmente realizaron un trabajo en el que eva-
luaban el grado de acuerdo que existia entre diferentes investigadores al revisar muestras,
y observaron que el consenso de interpretacién se considerd facil en un 70% de los casos,
intermedio en el 24% de los casos y dificil en un 7% (resultados muy similares para EBER y
LMP-1). En este mismo trabajo elaboraron unas guias con recomendaciones para estandari-
zar la preparacion e interpretacion de estas técnicas. [58]

Posteriormente realizaron un nuevo trabajo que evaluaba la fiabilidad de los diagndsti-
cos analizando el grado de concordancia en la deteccion del VEB cuando un mismo investi-
gador la realizaba en momentos diferentes, concordancia entre diferentes investigadores, y
el grado de acuerdo entre ambas técnicas. Se considerd que el acuerdo fue entre bueno y
muy bueno, con indices Kappa globales de entre 0.60 y 0.78, aunque en funcidon del subtipo
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histologico, de si el tumor era VEB positivo o VEB negativo, de la preparacién realizada etc.
estos indices podian variar considerablemente (alcanzando a valores Kappa de 0,47). Asi,
concluyen de nuevo que pese a que el grado de acuerdo entre ambas técnicas fue bueno,
la comparacion entre los resultados obtenidos por los diferentes estudios existentes debe
realizarse con precaucion.[59]

En cuanto a la utilizacion de las técnicas de deteccion de ADN mediante PCR, dado que
no son capaces de localizar al VEB, se considera que tienen un riesgo considerable de detec-
tar dicho ADN en linfocitos “inocentes” y no en las células tumorales, es decir, de presentar
falsos positivos, por lo que su uso ha ido disminuyendo progresivamente. No obstante, al-
gunos grupos, incluso trabajos recientes, insisten en su utilidad y fiabilidad si son realizadas
de forma correcta. [51, 54]

En este caso la dificultad en la interpretacidn de los resultados se debe a la existencia de
diferentes secuencias promotoras del DNA del VEB a estudiar. Cada grupo puede utilizar
una o varias de estas sondas, lo que dificultara en gran manera la comparacién de los resul-
tados de los diferentes trabajos.
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Figura 6: A: Expresidn de EBER en el nucleo de célula HRS por ISH. B: Expresién de LMP-1 en la

membrana y en el citoplasma de célula HRS VEB+. [60]

2.2.4. Deteccion de ADN del VEB en suero

Diversos grupos han investigado la deteccion de ADN del VEB en suero de pacientes
afectos de LHc. La identificacidon de idénticos reordenamientos de inmunoglobulinas en las
biopsias y en las muestras de suero demuestran que puede detectarse ADN de las células
HRS en sangre periférica mediante técnicas de PCR convencional y cuantitativa. Ademas,
en estudios realizados en nifios y adultos afectos de LHc, se ha observado correlacion en-
tre carga virica en suero y/o plasma y respuesta terapéutica, tanto si entran en remision,
con significativa reduccién de la carga hasta niveles indetectables, como en casos de mala
respuesta o recaida, en los que se observa un rdpido incremento de los niveles de ADN en
sangre.[61-63]
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La enfermedad de Hodgkin fue descrita por primera vez en 1832 por Thomas Hodgkin,
quien refiere el aspecto post-mortem de siete pacientes que presentaban adenopatias y bazo
aumentadas de tamaio.[35] No fue hasta 1900 cuando las células que caracterizan esta enti-
dad fueron descritas por Dorothy Reed y Carl Sternberg[64]. En el afio 2001 la World Health
Organization (WHO) Lymphoma Classification System designo a la enfermedad de Hodgkin
como “Hodgkin Lymphoma”, y lo subdividié en dos tipos, el linfoma de Hodgkin clasico (LHc),
y el linfoma de Hodgkin de predominio linfocitico nodular (LHPLN). [65] (Tabla 1)

Jackson & Parker Rye Conference WHO Fre
1944/1947 1966 2008 a:
Nodular lymphocyte
Lymphocytic y . ymphoty =5%
Paragranuloma ) predominant
predominance
Lymphocyte rich =5%
Nodular sclerosis Nodular sclerosis =70%
Granuloma
Mixed cellularity Mixed cellularity =20%
Sarcoma Lymphocytic depletion Lymphocyte depleted <1%

Tabla 1. Clasificaciones histdricas y actual del LHc [66]

Se trata de una entidad que presenta unos rasgos clinicos, epidemioldgicos y bioldgicos
Unicos, por lo que histéricamente ha sido objeto de atencién por parte de clinicos, patdlo-
gos e investigadores. [64]

MacMahon es una figura capital en el estudio del LHc, pues establecio la hipdtesis de la
causa infecciosa. Su teoria nace a partir de las observaciones de Correay O’Conor y aplican-
do los conocimientos que existian gracias al modelo de la polio. Se fundamentaba en la exis-
tencia de criterios clinicos (fiebre ciclica con sudoracién nocturna), criterios morfolégicos
(abundante celularidad reactiva que rodeaba a las células malignas) y en datos epidemiold-
gicos (curva bimodal de edad de presentacién, diferente edad de presentacidén en funcion
de criterios geograficos y en funcidn de la clase social, etc.). [67]

MacMahon propuso el paradigma de las “tres enfermedades”, consistente en que el LHc
no era una uUnica enfermedad, sino que en realidad se trataba de diferentes enfermedades
con distintas etiologias que podian ser definidas a partir de la edad de diagndstico, estable-
ciendo 3 grupos: 0-14 aios, 15-34 afios y mayores de 50 afios.[68] (Tabla 2)

Posteriormente, ya en 1994, el grupo de Armstrong A, Alexander G y Jarret R (grupo
muy activo en el campo de la investigacidn en LHc y su relacidn con el VEB) reformulan en
modelo de MacMahon planteando que en realidad existirian “4 modelos de LHc” [69, 70]
(Figura 7)
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Enfermedad | Edad | Subtipo histolégico Sexo Caracteristicas
LHcasociadoa <10 CM=EN Hombres> mujeres Mas frecuente en paises sub-
VEB en niiios afios desarrollados

Infeccién temprana, afecta-
cion inmunidad

LHc en adulto 15-34 Predominantemente Hombres=mujeres = Mas frecuente en paises desa-
joven asociado afos CM rrollados
a VEB

Exposicién retrasada al VEB
(mononucleosis infecc)

LHc edad avan- >50 CM=EN Hombres>mujeres  Probablemente asociado a
zada asociado afnos inmunosupresion, reactiva-
a VEB cion del VEB

Probablemente peor pronos-
tico que cHL VEB-

LHc no asocia- 15-24 Predom EN Hombres=mujeres Paises desarrollados
do VEB afios

Baja exposicion a patogenos
en infancia

Tabla 2 Modelo de las 4 enfermedades [71]

([Tl 1L gE HE D

Figura 7. Incidencia de LHc segun el modelo de las 4 enfermedades. LHc asociado al VEB (izquierda), LHc no
asociado al VEB (derecha) [66]

Estos paradigmas se mantienen vigentes como un modelo tedrico de lo que puede ser
esta enfermedad y que podria explicar sus diferentes comportamientos.

No obstante, se han llevado a cabo algunos trabajos que analizaban el LHc en esos gru-
pos de edad, con un niumero considerable de pacientes, y que no han conseguido observar
las diferencias esperables en funcion de la presencia del VEB en cuanto a forma de presen-
tacion, supervivencia etc. De hecho en la actualidad se acepta, a la vista de los resultados
realizados, que las diferentes poblaciones presentan variaciones de estos patrones tedricos,
llegando incluso a no presentarse siempre la clasica incidencia bimodal. [57, 72-74]

Asi, en la actualidad se considera que en su patogenia probablemente convergen facto-
res infecciosos, déficits inmunoldgicos y susceptibilidad genética. [75]
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3.1. Epidemiologia descriptiva

El LH supone el 11% de los linfomas en los paises occidentales, 15% si nos referimos a
adultos jévenes (15-24 afios). Su incidencia en base a los registros europeos y norteamerica-
nos es de 2.3-3.1 casos/100.000 habitantes/afio en sexo masculino y 1.6-2.3 casos/100.000
habitantes/afio en sexo femenino. Habitualmente presenta una curva de incidencia bimo-
dal con dos picos de edad: un pico en adultos jévenes y un segundo pico a partir de los 50
afos. (Figura 8)

Es un tumor que presenta una variacion racial, con las mayores tasas en raza blanca se-
guida de hispanos y afroamericanos siendo en asiaticos donde se detecta menor incidencia.
[76]
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Figura 8: Curvas de incidencia de LHc en EEUU 1994-2003.[64]

Existen numerosos trabajos que demuestran que en la patogénesis del LHc deben es-
tar implicados e interrelacionados factores genéticos, ambientales y relacionados con el
estilo de vida. Uno de ellos seria el trabajo realizado en British Columbia, Canad3, entre
inmigrantes chinos. Este trabajo demostré que la incidencia de LHc en estos pacientes
era mayor que en su poblacidn de origen (Hong Kong), pero menor que en la poblaciéon
general de Columbia. [77]

En los ultimos afios, gracias a los avances en estadiaje y tratamiento se han conseguido
importantes mejoras en la supervivencia de estos pacientes, con supervivencias globales
a cinco anos del 60-70%. Podemos diferenciar dos grupos de edad, pacientes de menos
de 50 afios que presentarian actualmente supervivencias de alrededor del 85-90%, y pa-
cientes mayores de 50 aios que presentarian supervivencias del 50-60%. Es conocido que
la edad avanzada es un factor predictivo independiente de mal prondstico, incluso tras
ajustar por subtipo histolégico, estadio al diagndstico, sintomas B o tratamiento realizado.
[64, 78]
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Como ya hemos visto es un tumor que presenta una curva de incidencia bimodal (en oca-
siones trimodal), y que ademas es diferente entre paises desarrollados y subdesarrollados.
Correa y O’Conor, en 1971, definieron la existencia de tres patrones epidemioldgicos:

e El patrdn |, propio de paises subdesarrollados y de grupos de bajo nivel socioeconé-
mico, con dos picos de incidencia, el primero en nifios y predominantemente de sexo
masculino, y el segundo a partir de los 50 afos y con predominio del subtipo histolé-
gico celularidad mixta (CM).

e El patrdn lll, propio de paises desarrollados y grupos de nivel socioeconémico alto,
se caracteriza por baja incidencia en nifos, un pronunciado pico de incidencia en
adultos jovenes, con predominio del subtipo histoldgico esclerosis nodular (EN), y
posterior nuevo aumento de la incidencia a partir de los 50 anos.

e Por ultimo, el patrdn Il, propio de paises en vias de desarrollo o economias en transi-
cidn, seria un patrén intermedio, con dos picos de edad, infantil y adultos jovenes, e
igual frecuencia de casos de subtipos histolégicos EN o CM. [67] (Figura 9)
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Figura 9: Incidencia de LHc en paises en vias de desarrollo (izquierda) y paises desarrollados (derecha) [66]

3.2. Histopatologia

El LHc es una neoplasia del sistema linfopoyetico Unica desde el punto de vista clinico-pa-
toldgico. Se caracteriza por una disrupcion de la arquitectura normal de los ganglios linfa-
ticos, con una presencia minoritaria de las células caracteristicas de esta entidad (1-2% del
total): unas células grandes y mononucleadas (células de Hodgkin) y otras multinucleadas
(células de Reed Sternberg), en medio de un infiltrado inflamatorio no neoplasico compues-
to por linfocitos maduros, células plasmaticas y eosindfilos. A las células citadas se les llama
de forma conjunta células de Hodgkin y Reed Sternberg (HRS). [79]

Se diferencian 4 subtipos histolégicos dentro del LHc: Esclerosis Nodular (EN), que su-
pone aproximadamente el 65% de los casos, Celularidad Mixta (CM), con un 35% de los
casos, y Predominio Linfocitico (PL) y Deplecién linfocitica (DL) que en conjunto suponen
Unicamente un 5% del total. Cuando la histologia es indeterminada entre los subtipos EN y
CM se denomina subtipo interfolicular (IF)[80] Esta clasificacion fue confirmada en la ultima
clasificacion WHO.[81, 82]
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El NLPHL, pese a su baja frecuencia, un 5% del total de los LH, se considera una enti-
dad diferente del LHc, dado que presentan diferencias en aspectos morfoldgicos, inmu-
nofenotipicos y del microambiente que las rodea. Las células tumorales, que en el LHc
como hemos visto son las células HRS, en la variante NLPHL son llamadas actualmente
LP cells (lymphocyte predominant), anteriormente llamadas L&H cells (lymphocytic and
histiocytic cells). A nivel inmunofenotipico las células neoplasicas de NLPHL presentan un
fenotipo BCL6+/CD138-, tipico de células de centro germinal, y en cambio LHc es una en-
tidad heterogénea, pues algunas células también son BCL6+/CD138- pero otras presentan
inmunofenotipo BCL6-/CD138+, propio de célula B de centro postgerminal e incluso exis-
ten casos excepcionales de LHc originarios de células T. Por ultimo, el NLPHL no se asocia
al VEB. [83-85] [86, 87].[88-90][91]

Por todo ello nuestro estudio se centrara Unicamente en el LHc.

3.3. Biologia molecular del LHc

Las células tumorales generalmente retienen los rasgos fenotipicos mds caracteristicos
de la célula normal de la que se originan. Las células HRS derivan de células B maduras,
pero debido a un proceso de reprogramacién pierden los marcadores de célula B y ade-
mas expresa marcadores aberrantes de diferentes células hematopoyéticas. Este fendme-
no hace que las células HRS presenten un inmunofenotipo unico, diferente de cualquier
otra célula del sistema hematopoyético y de cualquier otra célula tumoral. [92]

Ademas éstas células presentardn una activacién anémala de diferentes vias de sefia-
lizacidn y de factores de transcripcion. La activacidon de estas vias y factores es secunda-
ria a lesiones genéticas y epigenéticas y a la interaccidon de las propias células HRS con
microambiente en el que se encuentran, y tienen un papel muy importante tanto en la
patogénesis del LHc como en la progresién de la enfermedad. [55]

3.3.1. Origen de la célula HRS. Pérdida de fenotipo de célula B

En la actualidad existen pruebas suficientes que demuestran que las células HRS deri-
van de células B de centro germinal.

Las células B del centro germinal son células B maduras que han sido activadas por
antigenos, mediante la unién de los mismos al receptor de la célula B (BCR) y que estdn
implicadas en la respuesta inmune dependiente de células T. Esta activacion provocara la
migracion de las células B al interior de los foliculos y su vigorosa proliferacion.[92]

Esta proliferacion normal de las células B del centro germinal se caracteriza por un pro-
ceso de hipermutacidén somatica, en el que se generan multiples mutaciones, delecciones
y duplicaciones, especialmente en los genes de la regidon variable de las cadenas ligeras y
pesadas de las inmunoglobulinas (Ig V genes). Muchas de ellas, como por ejemplo la pér-
dida de BCR funcional, en condiciones normales provocaran la apoptosis de estas células
mutadas. [93, 94]

El escaso numero de células tumorales en el LHc y las caracteristicas excepcionales
de las mismas motivd que durante largo tiempo no se conociese su origen. No obstante,
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en la actualidad se considera probado que estas células provienen de células B del centro
germinal. [92]

El dato mas importante y definitivo fue la demostracién de que las células HRS presenta-
ban en la mayoria de casos multiples mutaciones somaticas y reordenamientos clonales a
nivel de las cadenas pesadas y ligeras de las Ig, 25% de ellas en la regién V. [47, 86, 95, 96]

Asi, se considera que las células HRS derivan de células B de centro germinal preapopté-
ticas, células danadas que adquieren mutaciones somaticas desfavorables pero que consi-
guen escapar a la apoptosis gracias a un proceso de reprogramacion de su expresion génica.
En éste proceso éstas células pierden la expresidn de la mayoria de los genes tipicos de célu-
la B (pérdida de CD20, CD19, CD79, Ig de superficie, y factores de transcripcién OCT2, BOB1,
PU1), y adquieren expresion de multiples genes tipicos de otras células del sistema inmune,
gue también contribuirdn a la baja expresién de genes de célula B. [97, 98] Esto hace que las
células HRS presenten un inmunofenotipo tan inusual, con marcadores de diferentes lineas
hematopoyéticas , como marcadores de células T (CD3, NOTCH1, GATA3), células citotdxicas
(granzima B, perforinas), células B (Pax5, CD20), células dendriticas (fascina, CCL17), células
NK (ID2), células mieloides (CSFR1) y granulocitos(CD15). Las células HRS siempre expresan
el marcador de activacion CD30.[92, 95, 99-102]. La supervivencia de las células HRS a la
apoptosis es tal vez el punto clave en la oncogénesis del LHc.[47]

Actualmente se conocen multiples factores que conducen a esta reprogramacién fenoti-
pica, que revisaremos a continuacion.

Algunos factores de transcripcion claves que regulan la expresidn de muchos genes especi-
ficos de las células B no se expresan, o lo hacen a niveles muy reducidos. Esto incluye como se
ha comentado anteriormente a Oct-2, Pu.1, Bob1y el early B cell factor (EBF). [100, 103-105]

Los factores de transcripcién E12 y E47, codificados por el gen TCF3 (E2A), pese a que se
expresan en las células HRS, estan inhibidos por la potente expresion de sus inhibidores ID2
y ABF1. [100, 106, 107]

Pax 5, factor de transcripcidon especifico de células B, pese a que se expresa en las células
HRS, esta funcionalmente afectado, por lo que existe una disminucién de la expresion de los
genes a los que regula. Posiblemente la ausencia o disfuncion de otros factores de transcrip-
ciéon de células B podria contribuir a la disfuncion del propio Pax 5.[108]

El factor de transcripcién de células T Notch1 es otro regulador negativo de células B que
esta altamente expresado en las células HRS, y que ademds promueve la degradacion de
E2A y la inhibicién de Pax 5.[109] Se ha observado que la sobreexpresion de Notchl es en
parte debida a la accién estimuladora de Hagged1, producida por las células que rodean a
las células HRS. [110, 111]

Otro factor de transcripcidon que recientemente se ha implicado a ese nivel es STATS5,
dado que se ha visto que cuando esta activo puede contribuir a muchos de los cambios fe-
notipicos y de expresion génica observados en las células HRS. [112]

Por ultimo, como hemos citado antes, existen algunos casos excepcionales de LHc en
los que se ha demostrado la expresién de marcadores de células T. Algunos trabajos ex-
perimentales sugeriran que las células HRS, sean originarias de células B o T, adquieren un
programa genético similar tras sufrir su transformacion maligna. [88, 113]
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3.3.2. Activacion de la via de transcripcion NF-xB

El NF-kB es un complejo proteico constituido por una familia de factores de transcripcion
gue juega un papel central en numerosos procesos celulares, generalmente relacionados
con procesos de proliferacidn celular, supervivencia celular, apoptosis y procesos inflamato-
rios. Estd constituida por 5 miembros, Rel, RelA (p65), RelB, p50 y p52.

En ausencia de estimulos, NF-kB se mantiene en estado inactivo en el citoplasma unido
a sus proteinas inhibidoras IkB alfa, beta y épsilon.

La via NF-kB es activada por diferentes receptores celulares, como TNF, provocando la
activacion de Ikb quinasa (IKK), que degradaran a las kB, provocando la liberacion del com-
plejo NF-kB, que podra translocarse al nucleo y activar multiples dianas génicas. [114-116]

Las células HRS muestran una activacién constitutiva de la via de transcripcion NF-kB,
tanto de su via cldsica como de su via alternativa, y éste es probablemente otro de los me-
canismos clave en la supervivencia de las células HRS y en la patogénesis del LHc. [117]

La activacion de esta via se produce por diferentes mecanismo. Puede por una parte
producirse gracias a la sobreexpresion de receptores de TNF en las células HRS, como CD40,
CD30, CD95, RANK.[118, 119]

Por otro lado también puede ser debida a lesiones genéticas que afectan a la propia
via de sefalizacion NF-kB. Actualmente se conocen multiples lesiones genéticas en esta
via, como ganancias o amplificaciones del gen REL que codifica para uno de los factores
NF-kB, inactivacion del gen NFkBIA que codifica para IkB alfa (principal inhibidor de la via
clasica de NF-kB), inactivacion de NFkBIE (que codifica para el factor inhibidor IkBE) o in-
activacion del gen supresor tumoral TNFAIP3 que en condiciones normales codifica para
A20 provocando la inhibicidn de la via NF-kB e induciendo la apoptosis mediada por TNF.
[120, 121] (Figura 10)
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Figura 10: via de sefializacién NF-kB (clasica y alterna) y via Jak/Stat. [55]
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Los trabajos que han identificado estas mutaciones refieren frecuencias de entre el 20 y el
70% en los casos de LHc estudiados. No obstante, no existe informacién referente a que ocu-
rran mas de una de estas lesiones. Cabe la posibilidad de que sea necesaria la coexistencia de
dos 0 mas de estas lesiones para que se produzca la fuerte actividad que presenta esta via en
el LHc. [100, 117-119]

Otra via de sefializacién que presenta alteraciones importantes es la via de sefializaciéon
Jak-Stat, postulandose que también contribuye de forma fundamental a la proliferaciény ala
resistencia a la apoptosis de las células HRS. Se han observado un aumento importante de las
citoquinas que pueden inducir la activacidn de la via, asi como altos niveles de STAT3, STATS y
STATG6 fosforiladas en las células HRS.[122] También se han observado lesiones genéticas que
afectan a esta via, como serian mutaciones inactivadoras de SOCS1, el principal inhibidor de
esta via, o ganancias o amplificaciones de JAK2.[92, 123, 124]. Recientemente se ha descrito
que JAK2 se encuentra en la regidn cromosdmica 9p24, donde se encuentran 3 genes mas
(PD1, PD-L1 y PDL2) que podrian también contribuir al escape de las células HRS de la apop-
tosis. Asi, una Unica lesién genética, la ganancia de 9p24, podria implicar a al menos 4 genes
patogénicamente relevantes. [125]

Otras vias de seializacidon que se han detectado como disreguladas y constitutivamente
activas en las HRS serian la PI3K-Akt, la via Erk, AP1y multiple receptor tyrosine kinases (MA-
PK-MED-ERK)[126-131]

3.3.3. Disregulacion de expresion de los microRNA

En la actualidad existe un interés creciente en referencia al papel de los small non coding
RNAs (microRNAs) en el desarrollo del LHc. Se han detectado multiples cambios epigenéticos
en las células HRS, y la pregunta ahora es a que son debidos, y cdmo y en que medida estas
alteraciones se asocian con expresion alterada de reguladores de la metilacién del DNA y/o
de las histonas. Se ha detectado disregulacidn del grupo de proteinas polycomb(PcG), silen-
ciacion de genes supresores tumorales como CDKN2C (p18-INK4c), CHEK2, RASSF1A, KLF4,
silenciacidn de genes de célula B como CD79B, BOB1 y SYK, etc. [110, 132-135]

3.3.4. Interaccion entre células HRS y microambiente

El microambiente que rodea a las células HRS es Unico entre los linfomas, tanto por su com-
plejidad celular (linfocitos T CD4 y CD8, células B, células plasmaticas, eosindfilos, fibroblastos,
macroéfagos, mastocitos, neutréfilos) como por su representatividad, dado que supone el 98%
de la celularidad del LHc.

Este microambiente es vital para la iniciacién y progresion de las células tumorales. Las
células HRS atraen a estas células mediante secrecidn de citocinas y quimiocinas. [136-143].
Esto lo demuestra el hecho de la dificultad para conseguir el crecimiento de las células HRS
en cultivos o en ratones de experimentacién inmunodeficientes, o de detectarlas en sangre
periférica. [144]

Este microambiente, a su vez, promoveria la supervivencia de las células HRS y las ayuda-
ria a escapar de la citotoxicidad por células T o células NK. Numerosas asociaciones se han
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demostrado ya, siendo especialmente importante la interaccidn con las células T. Las células
T son la principal poblacién celular infiltrante en este tumor y las que estdn en contacto mds
proximo con las células HRS. Estas células T se unirdn mediante sus ligandos CD40L y CD28
a los ligandos CD40 y CD86 de las células HRS y su unién provocara la estimulaciéon de la via
NF-kB y la inhibicion de células T citotdxicas y de células NK mediante células Treg y por las
propias células HRS. [140, 141, 145-148] [102, 149] (Figura 11)
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Figura 11: Interacciones entre las células HRS y el microambiente [149]

En resumen, las células HRS derivan de células B del centro germinal pero presentan
un fenotipo Unico, secundario a la pérdida de expresién de los genes de célula By a la coex-
presion de genes tipicos de otras células hematopoyéticas. Multiples vias de sefializacion,
entre ellas NF-kB y JAK/STAT se encuentran disreguladas en el LHc, permitiendo a las células
tumorales escapar de la apoptosis y contribuyendo de forma importante a la patogenia de
la enfermedad. Ademas, las células HRS presentan numerosas alteraciones genéticas y epi-
genéticas que pueden contribuir a la patogenia de la enfermedad. (Tabla 3)

Por ultimo, la interaccidn entre las HRS y el microambiente que las rodea también puede des-
empenar un papel importante a este nivel, especialmente la interaccidén entre HRS y las células
T. HRS [92]
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Gen Frecuencia en lineas | Frecuencia en Via/funcion
celulares HL células HRS

Mutaciones de

genes supresores

tumorales

NF-kBIA 2/6 15% NF-xB

NF-«BIE 1/6 15% NF-xB

TNFAIP3 5/7 40%(70% si VEB-) NF-«B

CYLD 1/8 <10% NF-xB

TRAF3 1/7 <10% NF-«xB

SOCS1 3/5 40% JAK/STAT

TP53 3/6 10% Apoptosis, regu-
lacion del ciclo
celular

CD95 1/3 6% Apoptosis media-
da por FAS

Ganancias y am-

plificaciones de

protooncogenes

REL 3/4 50% NF-kB

MAP3K14 25% NF-xB

JAK2 /IM]JD2C/ 6/6 35% JAK/STAT, evasion

PD-L1/PD-L2 inmune, modifica-
cion de histonas

MDM2 60% Regulacion de
apoptosis

BCL3 3/5 15% NF-xB

Translocaciones

cromosOmicas

CTIIA 1/2 15% Expresion de MHC
tipo II

BCL6 1% Regulacién de
expresion de pro-
grama de células
B de centro ger-
minal

JAK2 3% JAK/STAT

BCL3 10% NF-«xB

Ig loci 20%

Tabla 3: lesiones genéticas somaticas observadas en las células HRS
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3.3.5. VEB y relacion etiopatogénica con el LHc

En la actualidad, pese a los conocimientos existentes, el papel patogénico del VEB en
el LHc sigue siendo cuestionado por algunos investigadores. En primer lugar por el hecho
de que el 60% de los LHc se desarrollan sin la presencia del VEB. Otros motivos son el
restringido patrdon de expresién de los genes del VEB (por ejemplo el gen inductor de pro-
liferacion EBNA2 no se expresa), la ausencia de las moléculas de sefializacion de LMP2A, y
la similar activacién de la via NF-kB en los casos de LHc VEB positivos y LHc VEB negativos.

No obstante, pese a esas preguntas hasta la fecha sin respuesta, ademds de los datos
epidemioldgicos ya apuntados y que revisaremos en profundidad posteriormente, existen
numerosas observaciones que apoyan el papel etiopatogénico del VEB en el LHc. En pri-
mer lugar, el hecho de que en los casos en que se detecta VEB en las células HRS se ha de-
mostrado que la infeccidn es clonal, lo que prueba que la infeccidén ocurrié previamente
a la transformacién maligna, y que apoya la hipdtesis de su accidon causal en el LHc.[150]

En segundo lugar, la relacidn inversa entre la expresion de multiples receptores de vias
tirosin quinasas y del VEB en las células HRS, que podria indicar que el VEB puede realizar
sus funciones.[151] En tercer lugar la presencia de mutaciones en los genes de Ig que
ocurre de forma casi exclusiva en los casos VEB positivos, indicando que el VEB es nece-
sario para rescatar de la apoptosis a las células B de centro germinal que son portadoras
de esta mutacion.[152-154] Lo mismo ocurre con los casos de LHc con mutaciones a nivel
de Ig V (mutaciones que previenen de la expresion de BCR), que también son mayoritaria-
mente VEB positivos.[155] Por ultimo, el hecho de que mutaciones de genes inhibidores
de NF-kB, en particular TNFAIP3, se produzcan mas frecuentemente en casos de LHc VEB
negativos sugeriria que estas mutaciones substituirian el papel que realiza LMP1. [47,
156]

Esas son algunas de las evidencias que existen a favor del papel del VEB en el LHc.
¢éCuales serian los mecanismos mediante los cuales el VEB puede contribuir a la aparicion
y progresiéon del tumor?

El VEB expresa en el LHc el patréon de latencia Il. Este patréon comprende un perfil de
proteinas cuyas funciones aun no parcialmente conocidas, pero que seran las que son
responsables del potencial oncogénico del virus. Como vimos anteriormente, EBNA1 se
encargaria del mantenimiento del genoma viral y de su replicaciéon, LMP1 actuard como
oncogén, activando la via NF-kB y otras vias de sefializaciéon, LMP2A contribuira a la per-
sistencia de los linfocitos B andmalos vy, al igual que los EBER, también seria responsable
de las alteraciones del ciclo celular y de la apoptosis.

Existen otro argumento a favor de la relacion entre el VEB y el LHc, como es la alta fre-
cuencia de LHc VEB positivos en pacientes afectos de infeccién por VIH/SIDA o en pacien-
tes sometidos a trasplante medular o trasplante de érgano sélido. [156] En este caso, ade-
mas, es claramente evidente como el estado inmunitario es determinante en la relacién
entre el virus y el tumor. Trabajos recientes observan una fuerte asociacion entre LHc VEB
positivo y HLA tipo |, lo que sugeriria que algunos haplotipos HLA podrian condicionar una
débil respuesta especifica citotdxica por linfocitos T (CTL) ante la infecciéon por el VEB, lo
gue provocaria una respuesta subdptima con niveles elevados de VEB y un riesgo elevado
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de transformacion y de aparicion posterior de LHc VEB positivo. Este aspecto se analizara
con mayor profundidad mas adelante[157]

Por ultimo debemos recordar el concepto oncogénico propio de la virologia tumoral co-
nocido como “hit and run”. Es un hecho bien documentado que el genoma viral, ya sea in-
sertado en el ADN celular o correplicandose en forma de episoma puede desaparecer de las
células neoplasicas. La adquisicidon transitoria de genoma viral seria suficiente para inducir
cambios en las células en las que se inserta (activacidon de oncogenes, silenciacién de genes
supresores tumorales etc.), pudiendo desaparecer posteriormente y no ser necesario para
el mantenimiento y progresidn del proceso neoplasico.[158] (Figura 12)

Los estudios realizados con el VEB en torno a esta teoria ofrecieron resultados inicial-
mente contradictorios y no concluyentes. [159, 160]

No obstante, en los ultimos afios, gracias a las nuevas técnicas de secuenciacion, se han
podido identificar fragmentos de genoma viral en tejidos predisplasicos, en fases precoces
del desarrollo neoplasico, o incluso se puede descubrir la “firma epigenética”, los cambios
epigenéticos generados por el virus en el epigenoma de las células huésped, incluso con
una ausencia total de material genético del virus en las células neopldsicas. Este mecanismo
se ha observado en los virus de Hepatitis B y C, adenovirus, polyomavirus, papilomavirus,
KSHV, HTLV-1 y también en el virus VEB. [161]

Existirian por lo tanto mecanismos genéticos y epigenéticos que activaria el virus, pu-
diendo desaparecer posteriormente y no ser por lo tanto detectable en las células tumo-
rales. Asi, se han observado casos de pacientes afectos de LHc VEB positivo, que presentan
una recidiva tumoral tras la remisidn, con similares caracteristicas clinicas, histoldgicas e
inmunohistoquimicas que al debut, pero en los que tras realizarse los estudios diagndsticos
del VEB se demostré que el VEB era negativo. [162]

Este concepto, interesante desde el punto de vista patogénico, viene a aportar nuevos
elementos de dificultad para la correcta interpretacion de los casos LHc VEB negativos que
comparten mecanismos fisiopatoldgicos con los LHc VEB positivos.

HIT RUN
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induction of genelic instability | mediated by viral functions mediated by altered
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Figura 12: Oncogénesis, teoria hit and run. [161]
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3.3.6. Presente y futuro del LHc

La patogénesis molecular del LHc es compleja; no obstante, en los ultimos afios se han
realizado numerosos avances en cuanto a su comprension. El LHc es una neoplasia clonal
de linfocitos B, con células que pierden la expresién de marcadores B debido a un proce-
so de reprogramacion transcripcional. El VEB desempeiia un papel muy importante en la
patogénesis de un considerable niumero de casos, contribuyendo a la supervivencia, pro-
liferacion y reprogramacion de las células HRS. Multiples factores de transcripcién y vias
de seializacion se encuentran disreguladas en las células HRS, siendo la mds importante
NF-kB. La infeccién por el VEB conduce a la activacion de NF-kB en los casos de LHc VEB
positivos, detectandose mutaciones de genes reguladores e inhibidores de NF-kB en los
casos LHc VEB negativos. La interaccion entre las células HRS y el microambiente puede
ser muy importante para la supervivencia, proliferacién y evasién de la respuesta inmune
de las células HRS.

No obstante, quedan numerosas cuestiones por dilucidar: éexiste una célula iniciadora
de LHc? ¢Cual es su fenotipo? éExisten otros virus implicados en los LHc VEB negativos
écuales son las dianas de los miRNAs que expresan las células HRS? ¢ Como influyen otros
factores propios del huésped como el genotipo HLA al riesgo de desarrollar la enfermedad?

3.4. Disregulacion del ciclo celular y de la apoptosis en el LHc

3.4.1. Expresion aberrante de ciclinas y cdk

e La sobreexpresidon inmunohistoquimica de ciclina D2 en las células HRS es un dato
prominente en la mayoria de los LHc (70-80%) y podria contribuir a la proliferacion
caracteristica de las mismas. Podria guardar relacidon con las alteraciones de las vias
NF-kB o AP1.[173-176] Es un hallazgo caracteristico de este tumor, puesto que otros
linfomas B o adenopatias reactivas se ha demostrado que tienen niveles bajos de
ciclina D2.[177, 178]

e Existe discordancia en los trabajos existentes en cuanto a la expresién de ciclina
D3 (30-58%) en los LHc y en cuanto a su interpretacion. La ciclina D3 es la princi-
pal ciclina tipo D que media en la progresion G1 de las células B humanas. Se ha
correlacionado positivamente con la expresion de ciclina A, ciclina B1, ciclina D2,
MIB1 (KI67), CDK1 y CDK6. En cambio, parece correlacionarse negativamente con
ciclina D2, es decir, se expresa de forma predominante en aquellos casos en que
ciclina D2 es negativa. [168, 176, 179, 180]

e En cambio la sobreexpresion de ciclina D1, proteina con un reconocido papel en
diferentes tumores, incluido linfomas de célula B, es infrecuente en las células
HRS (2-20%). Este hecho es algo intrigante y podria sugerir que la ciclina D1 no
contribuiria a la proliferacién de las mismas. [168, 176, 181]. No obstante algun
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trabajo refiere sobreexpresién de esta proteina (72% de los casos) en relacion con
la activacién de la via de sefalizacion MAPK, con quien se coexpresa. [182, 183]

e Otra ciclina que también esta sobreexpresada en gran numero de los casos es
ciclina E (82-90%), junto con su pareja habitual CDK2, y, al igual que ocurre con
ciclina D2, también su sobreexpresion es caracteristica del LHc, puesto que en
otros linfomas y en adenopatias reactivas suele estar subexpresada [40, 168, 176,
179, 184]. La sobreexpresion de ciclina E y CDK2 podrian ser uno de los puntos
clave de las células HRS, puesto que se ha demostrado que pueden contribuir a la
inestabilidad cromosdmica y a la poliploidia al afectar a los procesos que regulan
la duplicacidn y segregacion cromosémica. [185] Se correlaciona positivamente
con la expresion de CDK2, MIB1 (Ki67), ciclina Ay ciclina B1[185, 186]. Presenta
una correlacién negativa con p27 que analizaremos posteriormente. Se ha visto
coexpresada con ciclina D2 o con ciclina D3, por lo que no parecen ser mecanis-
mos excluyentes de activacién de G1.[179]

e Lasobreexpresion inmunohistoquimica de las_ciclinas Ay B1, junto con CDK1 tam-
bién son un hallazgo practicamente constante en la mayoria de los LHc (90-95%),
y pueden contribuir a explicar las alteraciones detectadas a nivel de mitosis de las
células HRS.[168, 176, 187] El complejo ciclina B/CDK1, también llamado mitosis —
promoting factor (MPF), es el principal regulador de la transicién G2/M, y cumple
un importante papel en la condensacién cromosdmica, rotura de la membrana
nuclear y formacién del uso. Su activacion, determinada y regulada por multiples
estimulos y puntos de control, dara lugar al inicio de la mitosis. Podria ser que las
alteraciones observadas en la transiciéon G2/M y durante la mitosis en las células
HRS dependieran de una incorrecta degradacion proteosémica de ciclina A y cicli-
na B.[188-190]

e También se ha observado sobreexpresién de CDK6 y 9, que se h correlacionado
con la expresion de ciclina D3, ciclina E y Ki67.[191]

e Enrelacidon a la apoptosis, Las células HRS presentan sobreexpresion de bcl2, bcl-
x| y survivina, junto con pérdida de expresidon de Bax y aumento de expresion
nuclear de p65/RelA. La mayoria de trabajos parecen coincidir en esos resultados,
aunque algunos otros presentan datos discordantes. Esto explicaria la disregula-
cion de la apoptosis, con sobreexpresidn de proteinas antiapoptoticas, que pre-
sentan estas células [165, 168, 192, 193]

En resumen, gracias a los estudios realizados y pese a las dificultades para interpretar de
forma integrada y coherente sus resultados (multiplicidad de trabajos, diversidad de técni-
cas, problemas de estandarizacién, escasez de células neoplasicas en los tumores...) pode-
mos decir que las células HRS se caracterizan por expresar de forma incrementada ciclinas
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y CDK implicados en la transicion G1/S (ciclina D, ciclina E, CDK2, CDK6), asi como proteinas
reguladoras de la transicion G2/M (ciclina A, ciclina B1, CDK1) y moléculas implicadas en el
control de la apoptosis (Bcl-2, bcl-xI, survivina, p65/RelA). [40, 168]

3.4.2. Alteraciones de la via supresora tumoral p53 (p14-Hdm2-
p53-p21)

Las alteraciones detectadas en estas vias pueden desempenar un papel importante en
las disfunciones descritas a nivel de ciclo celular y apoptosis de las células HRS.

La alteracién en la via p53 fue inicialmente sugerida porque se observé que p53, Hdm2
y p21 presentaban un patron de sobreexpresién en las células HRS que contrastaba con la
baja expresion presente en el tejido reactivo circundante.[163, 164, 194-196] Un hecho
constante fue la observacion de que Hdm2 estaba sobreexpresada y ademas no formaba
los complejos habituales con su proteina inhibidora habitual, p14 (ARF), sino que se unia a
p53, que aunque podia detectarse como sobreexpresada por técnicas inmunohistoquimi-
cas, quedaba inactivada.[168] Es decir, la expresion aberrante de las proteinas reguladoras
de p53, como son p14 y Hdm2 provocaria la inactivacion de p53.[197] Esto explicaria como
p53, con una tasa de mutaciones mucho menor que en el resto de tumores, estaria inactiva
en el LHc.[195, 198]

Ademas esta inactivacion de p53 es corroborada porque se asocia a niveles elevados de
MIB1, ciclina A, ciclina B1, ciclina E, CDK6 y p21, lo que traduce que pese a estar sobreex-
presada es incapaz de inducir el stop del ciclo celular.[163, 168] Asi, la inactivacion de p53
afecta a la induccion de los genes transactivados por p53 envueltos en el control de G1/Sy
G2/M. [3, 199]

Respecto al punto de control G1/S, p53 induce el stop del ciclo celular en condiciones
normales mediante la expresion de p21.[3, 40] La mayoria de las células HRS presentan
fenotipo p53+/p21+, lo que indica que, dado que p53 esta inactivada, es posible que la
sobreexpresion de p21 se deba a vias independientes de p53.[200, 201]. Algunos trabajos,
no obstante, apuntan a que en las células HRS existe una muy baja expresion de p21. Estos
resultados contradictorias podrian ser atribuibles al anticuerpo utilizado para el estudio in-
munohistoquimico, muestra utilizada para el estudio (en parafina o tejido congelado), etc.
[163, 187, 202-204]

Respecto al punto de control G2/M, p53 en condiciones normales provoca la subexpre-
sion de ciclina B1 y CDK1.[40, 199] De nuevo, la inactivacién de p53 podria explicar la so-
breexpresion de ciclina B1/CDK1 y la anormal localizacion nuclear de los componentes del
Mitosis Promoting Factor (ciclina B1 y CDK1), ambos hallazgos caracteristicos en las células
HRS.[168, 191]

3.4.3. Inactivacion de la via supresora Rb (p16-ciclina D-CDK4/6- Rb)

La inactivacion de esta via ha sido sugerida a raiz de la frecuente subexpresion de p16 y
p18 (la subexpresién de Rb se ha observado con menor frecuencia).[40, 163, 164, 205] En la
mayoria de los casos la afectacidon de esta via pareceria ser debida a la pérdida de p16 de-
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bida a hipermetilacion o deleccién de su regidon promotora, y provocaria la sobreexpresion
de ciclinas D. Otros estudios apuntan que la causa podria ser la sobreexpresién de ciclina D,
la sobreexpresion de CDK®6, o la pérdida de p15 o p18. Pese a que existen resultados discor-
dantes la primera opcidn parece la mas plausible.[132, 168, 177, 179, 206]

3.4.4. Inactivacion de la via supresora p27 (p27- ciclina E-CDK2)

Esta via supresora, al igual que ocurre con la via Rb, también se encuentra inactiva en las
células HRS, observandose baja expresion de p27 y sobreexpresion de ciclina E y CDK2, que
aumentan al no ejercer p27 su regulacidon negativa.[176] En la mayoria de los casos la pro-
teina p27 es inactiva, no se detecta en las muestras de LHc.[168] Esta inactivacidon parece
ser debida al aumento de degradacidon de p27 mediada por SKP2, proteina con accién ubi-
quitin ligasa sobre p27 y que esta sobreexpresada en el 84% de los casos de LHc [168, 203].

Estos hallazgos, practicamente constante en todas las células HRS explicara la elevada
fraccién de crecimiento que las caracteriza.[168, 176, 203]

No obstante, en algunos casos se ha observado sobreexpresidon de p27 que también se
asociaria con sobreexpresion de ciclina A, E, CDK2 y CDK6. Se cree que en estos casos existi-
ria una expresién aberrante de p27 funcionalmente inactiva, que estaria unida a las ciclinas
tipo D que la protegerian de la degradacion. Estos casos pueden correlacionarse con un
comportamiento clinico mas agresivo.[207]

Pero ademas del importante papel que p53 y el resto de reguladores tienen en el ciclo
celular, también estdn implicados en la regulacién de la apoptosis. Asi, en caso de repara-
cion inefectiva de lesion a nivel de ADN, p53 deberia inducir la apoptosis. Por lo tanto podria
ocurrir que p53 fuese incapaz de inducir el stop del ciclo celular pero consiguiese generar
una respuesta que activase el programa apoptdtico.[180, 192]

No obstante, no se ha encontrado ninguna correlacion entre p53 y la expresion de las
proteinas bax y bcl2 en LHc [163, 168, 208]. De forma interesante, lo que si se ha observado
es que la expresion elevada de p21y p27 se asocia con un bajo indice apoptdtico, sugiriendo
que estos CDKI pueden tener un papel protector antiapoptotico.[203]

3.4.5. Alteraciones de las vias de senalizacion y disregulacion de
apoptosis y ciclo celular

La activacion constitutiva de la via NF-kB (p65/RelA) juega un papel muy importante en
la disregulacién existente a nivel de la apoptosis en el LHc. Esta via puede ser activada
mediante miembros de la familia TNFR (ligando dependiente) y también mediante CD30,
CD40, RANK, Notch 1, mediante la proteina LMP-1 del VEB, por mutaciones del gen IkBA
que llevaran a la inactivacion de IkBA, o por amplificacion de NFkB/REL locus (forma ligando
independiente).[47, 209]

La activacidn de esta via estimulara la expresién de proteinas antiapoptoticas como bcl-xl,
c-FLIP, TRAF1, c-IAP2, Bfl1/al, IEX-1, y de proteinas proliferativas como ciclina D2.[173, 175,
210, 211] Ademas, NF-kB estimulard la expresion de I1L13 y CD40, que juegan un papel muy
importante en la proliferacion de células B[173]. Se ha observado en estudios en lineas celu-
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lares que la introduccion de una mutante dominante-negativa de IkBa en las células HRS,
provoca el anclaje irreversible de NF-kB en el citoplasma y la apoptosis masiva.[117, 175]

La activacién constitutiva de la via Jak-STAT en el LHc también puede influir en el ciclo
celular de las células HRS. Concretamente se ha visto que serian STAT 1, 3,5y 6 los que son
activos y que se asocian con un alto indice de proliferacion y alta expresion de cdkl, 2 y
6.[40, 212, 213]

Por ultimo también existen trabajos que evidencian un posible papel del factor de trans-
cripcion AP1. [40] AP1 se compone de homo o heterodimeros de las proteinas Jun y ATF. La
transcripcidn de estas proteinas y activacion de esta via puede ser dependiente de MAPK
(protein quinasas activadas por mitégenos), mediada por NF-kB o independiente, mediante
un proceso autorregulado propio de las células HRS, y estos procesos afectaranasuveza la
regulacién de la proliferacién, apoptosis y diferenciacién. [214, 215]

3.4.6. VEB y relacion con ciclo celular y apoptosis en el LHc

Las proteinas LMP1 y LMP2A del VEB son las principales responsables de las alteracio-
nes que el VEB provoca sobre el ciclo celular y la apoptosis.

Como ya hemos explicado, LMP1 actuard como un receptor activo CD40, activando a
NF-kB mediante la via TRAF. También mediara en la activacidn de otras vias como AP1 (via
JNK/c-Jun), ATF2 (via p38/MAPK) y sobre la via Jak-STAT. Ademas, puede inducir la produc-
cion de citoquinas IL-6 e IL-10. [114]

A su vez, LMP2A aumentara la expresidon de genes asociados a induccidn de ciclo ce-
lular e inhibicion de apoptosis (Ki67, ciclina A, Bcl-xl, survivina) y provocara ademas la
disminucion de la expresion de factores especificos de célula B. [43]

Algunos trabajos sugieren la posibilidad de que EBER provoque la supresion de la trans-
cripciéon de p21 y también la disminucién de sus reguladores positivos como p53, EGR1 y
STAT1. Ademds se ha observado que esta supresion de p21 se asociaria con resistencia a
agentes quimioterapicos cuyo mecanismo de accidn es precisamente la induccién de la
apoptosis estimulando la producciéon de p21. Esto podria indicar que EBER tiene un efecto
antiapoptotico al inhibir a p21 probablemente mediante p53, STAT1 y EGR1. [44]

Existen gran numero de trabajos que han analizado extensamente como influye la pre-
sencia del VEB en la expresidon de proteinas de ciclo celular y apoptosis, y en bastantes
ocasiones los resultados son conflictivos o contradictorios. No obstante, tras la revision
de toda la literatura existente podriamos concluir que no parece existir correlaciéon entre
el status del VEB y el indice apoptdtico mediante el método TUNEL, pero en cambio pare-
ce ser que los casos de LHc VEB positivos podrian presentar un perfil inmunohistoquimico
especifico, con alta expresiéon de STAT 1y STAT3 y baja expresién de p53, Hdm2, p27, cicli-
na E, CDK6 y proteinas bcl-xl. [40, 168, 216]

La figura siguiente muestra, a modo de resumen, Unicamente las alteraciones del ciclo
celular y de la apoptosis que describié Garcia et al en su trabajo, y la influencia del VEB
sobre las mismas. (Figura 13).

Como hemos mostrado existen trabajos que ofrecen resultados diferentes.
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Figura 13: alteraciones del ciclo celu-
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3.4.7. Correlacion entre alteraciones del ciclo celular y de la apoptosis
con repercusion clinica

Existen varios estudios que han analizado la relevancia clinica de estas alteraciones
detectadas mediante técnicas inmunohistoquimicas o estudio de los perfiles de expresion
genética.[40, 44, 217]

Algunos trabajos refieren disminucién de la supervivencia asociada a alto indice de pro-
liferacion (Ki67), elevada expresion del antigeno de proliferacion nuclear celular (PCNA),
alta expresion de bcl2, bel-xl, bax y p53, baja expresidn de Rb y caspasa 3, y alto indice
apoptodtico [164, 168, 208, 218-220]

Otros trabajos que realizan estudios de expresion génica observan que los casos de buen
prondstico se caracterizaban por activacion de los genes envueltos en induccion de la apopto-
sis (APAF, bax, bid, caspasa 8, p53, TRAIL) y vias de senalizacién, incluyendo citocinas y molé-
culas de transduccién (IL-10, IL-18, STAT3), mientras que los casos de mal prondstico se carac-
terizan por la activacion de genes envueltos en la proliferacion celular (Ki67) y por la inhibicidn
de genes supresores tumorales como PTEN y DCC. [76, 168, 220-224]

Algunos trabajos han observado correlacidn entre subexpresion de p21 y estadios de
presentacién mads avanzados (mayor agresividad) y también correlacién entre mayor agresi-
vidad y positividad de Ki67 y ToPollalfa[225]

Trabajos recientes también han observado que la supresién de p21 en los LHc VEB positi-
VoS se asociaba a peor supervivencia a 2 afios, lo que podria indicar que la supresién de p21
permitiria escapar de la apoptosis a las células HRS o ser resistentes a agentes quimiotera-
picos inductores de apoptosis.[44]

Otro estudio reciente desarrollado en Brasil Unicamente en pacientes pediatricos consi-
gue establecer 2 clusters diferenciados de pacientes tras analizar diferentes variables (pro-
teinas, variables clinicas etc.): uno de ellos pacientes de alto riesgo con alteraciones a nivel
de ciclo celular y apoptosis, y el otro compuesto por pacientes de bajo riesgo y que son
subtipo histoldgico EN y VEB positivo.[216]

Por ultimo hay que resaltar que en algunos estudios la expresion de LMP1 se correla-
ciond con buen prondstico, pero otros trabajos no obtuvieron los mismos resultados.[164,
168, 226, 227]
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4.1. Estudios realizados en poblacion general

4.1.1. Paises desarrollados

Existen multiples trabajos que estudian diferentes poblaciones como Reino Unido, Ale-
mania, USA, Dinamarca, Chequia, Francia, Holanda, Italia, en los que revisan series de LHc
qgue incluian desde 20 hasta 100-150 pacientes. [150, 229-234]

Un grupo muy activo en el estudio del LHc es el de las doctoras R. Jarret y F. Alexander
en Reino Unido. Este grupo ha presentado varios trabajos descriptivos sobre el LHc, pero
en 2005 publican un trabajo de referencia, dado que se trata de un extenso estudio pobla-
cional realizado a partir de la Scotland and Newcastle epidemiological study of Hodgkin’s
disease. [235]

Es un estudio retrospectivo en el que se incluyen 662 casos de LHc de edades com-
prendidas entre 16 y 74 afios (1993-1997) en el que revisan edad, sexo, presencia del VEB
y subtipo histoldgico, y ademas se hace una revision histopatolégica de cada caso para
comprobar si el diagndstico inicial es correcto.

En cuanto al diagnéstico, se demostrd que la revision histoldgica fue concordante con el
diagnostico inicial en la mayoria de casos (91%), solo un 4.7% se considero que el diagnds-
tico era errdoneo, aumentando el porcentaje de errores en los pacientes de mas de 50 afios
(errores diagnédsticos, cambios en el subtipo histoldgico...) .

Se observo el pico bimodal cldsico propio del patron epidemiolégico Ill, con un pico en
adultos jovenes (16-35 anos) y un aumento progresivo de los casos a partir de los 60 afios.

En cuanto a subtipos histoldgicos, la distribucidon general fue la ya conocida, destacando
un importante predominio de EN respecto a CM en adultos jévenes, que reaparece en el
grupo de mayores de 60 afos.

En cuanto al VEB, demuestran en su poblacién que el pico de adultos jévenes suele ser
VEB negativo, y en cambio a partir de los 50 afios la mayoria de casos son VEB positivos.
También realizan estudios seroldgicos, y observan que este grupo de adultos jévenes VEB
negativos acostumbran a presentar serologias de VEB negativas en mayor proporcién que
si comparan con controles emparejados por edad, lo que en principio no apoyaria la teoria
“hit and run”.[159]

Por ultimo, en base a los datos existentes en la literatura y a su experiencia, apoyan la
teoria de las “4 modalidades de LHc”, con 3 grupos asociados a VEB y un grupo de casos no
asociados a VEB.

Otro trabajo en el que revisan un gran numero de pacientes es el de Glasser et al, que
estudia la variacion étnicay racial en los casos de LHc VEB positivo en |la poblacidn de California.
[236] En el revisan diferentes series de LHc de California, incluyendo un total de 1032 pacientes,
realizan técnicas histoldgicas de confirmacion del diagndstico y se estudia la presencia de
VEB. En este trabajo observaron un mayor nimero de casos LHc VEB positivo en pacientes
de origen hispanico y asiatico que en procedentes de raza negra, independientemente de
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factores clinicos o demograficos. Dado que era un trabajo con un gran numero de pacientes
observaron diversas asociaciones entre VEB, raza, edad, variante histoldgica, estadio y nivel
socioecondmico, como por ejemplo la asociacion en los pacientes de raza hispana entre VEB
positivos y no haber nacido en Norteamérica o el bajo nivel socioecondmico en mujeres,
asociacién entre personas de raza negra con estadios avanzados, etc.

Estos dos estudios son trabajos de gran magnitud y se consideran de referencia. A partir
de ahi, como hemos explicado inicialmente, existen multiples trabajos que intentardn
reflejar cual es la situacién del LHc y el VEB en su ambito.

Cartwright et al . realiza una exhaustiva revisidon en la que recogen los trabajos realizados
que investigan la presencia del VEB en el LHc. Asi, reflejan que tanto en estudios realizados
en Europa como en América del norte se detecta el VEB entre el 27% y 58% de los pacientes.
Los estudios realizados en centro y Sudamérica refieren una presencia del VEB de entre un
36% y un 94% de los casos. Claramente la presencia del VEB es mas elevada en estudios
realizados en Africa, donde se detecta en el 61-92% de los casos, y por ultimo estudios
asiaticos refieren presencia del virus en el 43-65% de los casos, con la particularidad de
Japoén, donde se encuentra en el 80-94% de los casos. [75, 237]

Analizamos a continuacion algunos trabajos realizados en poblaciones comparables a la
nuestra.

Trimeche et al. caracteriza una serie de 111 casos de LHc diagnosticados en Bélgica. La
prevalencia de infeccidon por VEB fue de 33%, correlacionandose de forma estadisticamente
significativa con edad avanzada, subtipo histolégico CM y sexo masculino, y observandose
una tendencia a asociacidn con estadio clinico Ill/IV. [238]

Keresztes et al. realiza un estudio similar en Hungria, estudio retrospectivo en el que se
incluyen 109 pacientes afectos de LHc. En este grupo se detecta la presencia de VEB en 43% de
las muestras, asocidndose también con subtipo histolégico CM (especialmente en pacientes
11-20 aiios y mayores de 50 afios), en cambio en los casos de LHc subtipo histolégico EN el
VEB fue positivo en el 35%, acumulandose los casos negativos en el subgrupo de pacientes
de 15 a 30 afios. No se detecto relacion entre VEB con otras variables como estadio clinico,
tratamientos realizados, sintomas B, respuesta al tratamiento, y Unicamente se observd una
tendencia que no alcanzaba la significacion estadistica a un mejor prondstico de los pacientes
VEB negativos.[239]

Otros trabajos interesantes podrian ser el de Enblad et al en Suecia, donde revisan 117
pacientes afectos de LHc, observando una positividad del VEB en el 27% de los casos, y que
era mas frecuente en pacientes de edad avanzada, subtipo CM, con presencia de sintomas
B y estadios avanzados de la enfermedad. En este estudio el LHc VEB positivo se asociaba a
peor pronostico. [232]

Delsol et al, en Francia, revisan 107 casos de LHc, observando la presencia del VEB en
el 34% de los casos, con una alta concordancia tanto si son determinados mediante EBER
como si lo son mediante LMP1. También, como en los trabajos anteriores, el VEB se asocio
al subtipo histolégico CM. [230]

Por ultimo, Bosch Princep et al., en un estudio realizado en una poblacién muy similar
a la nuestra como es Tarragona, recogen de manera retrospectiva 49 pacientes afectos de
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LHc, y determinan que el VEB fue positivo en el 40% de los mismos, con una positividad que
aumentaba de forma estadisticamente significativa en los pacientes mayores de 55 afos
y en el subtipo histolégico CM. [240]

4.1.2. Paises en vias de desarrollo

Pese a que hablaremos con mas profundidad de los paises en vias de desarrollo cen-
trandonos en la poblacién pediatrica, comentaremos en este apartado dos trabajos. Uno
de ellos es el realizado por Chang et al. en Taiwan. En el se pretende demostrar el cambio
de patréon epidemioldgico del LHc asociado al cambio de status socioecondmico experi-
mentado en este pais. Para ello realizan un estudio comparativo en el que se analizan 2
series de pacientes, una de 1982 a 1995 y que incluye 74 casos, y la segunda de 1996 a
2007 con 99 casos. Este trabajo demuestra como aumentan los casos de EN y disminuyen
los de CM de forma estadisticamente significativa, como se reduce la edad media (de 42.4
a 36.6 ainos), y como disminuye la positividad del VEB en los casos de EN y DL. Conclu-
yen por lo tanto apuntando que estos cambios muestran un acercamiento a los patrones
habituales que presenta el LHc y el VEB en las sociedades occidentales y en Japdn. [241]

Otro estudio interesante es el realizado por Al Salam et al. en los Emiratos Arabes,
dado que existen pocos trabajos originarios de estas areas, y sus datos pueden extrapo-
larse a muchos paises asiaticos que también mostraran un patrén epidemioldgico Il. En
este trabajo se recogen 88 casos de manera retrospectiva de un periodo comprendido
entre 1988 y 2004, aunque solo se consigue recuperar muestra para realizar el estudio
en 45 de los mismos. El VEB fue positivo en el 38% de las muestras, predominando en los
subtipos CM. Se expresd mas en poblacidn pediatrica que adulta. [242]

4.2. Estudios realizados en poblacion pediatrica

4.2.1. Paises desarrollados

Existen muy escasos trabajos realizados Unicamente en poblacidn pediatrica.

Weinreb et al. en Reino Unido estudian 74 casos de pacientes pediatricos afectos de LHc.
El VEB estd presente en el 50% de los casos (determinado mediante LMP1), y se asocia con
estadio IV de presentacién y subtipo histoldgico CM. [243]

Otros que podriamos citar son el de Brousset et al en Francia, y el de Kanavaros et al en
Grecia, revisando pequenas series de 13 y 22 pacientes respectivamente. Kanavaros obser-
va presencia del VEB en el 54% de los casos y asociacion con CM, y Brousset por su parte
comparan un pequefio grupo de pacientes afectos de LHc y otro grupo de pacientes afectos
de linfoma anaplasico. En el grupo de LHc observan la presencia del VEB en el 54% de los
casos, y en cambio no esta presente en ninguno de los pacientes afectos de linfoma anapla-
sico. [244, 245]

Existen otros trabajos que analizan de forma comparativa pacientes pediatricos afectos
de LHc de diferentes areas geograficas.

61



Francisco Almazan Castro

Asi, Armstrong et al comparan un grupo de 55 pacientes, 22 originarios de Reino Unido,
25 de Brasil y 9 de Arabia Saudi. Unicamente observan diferencias de presencia del VEB
con estudios previos realizados en adultos jovenes, pero probablemente por el pequefio
tamafio muestral no aprecian diferencias significativas entre los 3 grupos ni en presencia
del VEB, ni en funcion de la edad ni del sexo de los pacientes. [246]

Ambinder et al. y Razzouk et al. realizan estudios similares, comparando nifios afectos de
LHc de Honduras y nifios de USA, y poblaciéon de Brasil y de USA respectivamente. [247, 248]

Podemos analizar con mas detalle 2 trabajos realizados en poblacién pediatrica y adul-
ta en Argentina y Brasil, que podrian corresponder a zonas con patrones epidemioldgicos
Il, o seguln la zona concreta estudiada, patrones | o lll.

En el primero de ellos De Matteo et al. realizan un estudio retrospectivo analizando
92 casos pediatricos de LHc (0-16 afios) y 81 adultos. Un punto de partida interesante y
comun a muchos de estos paises es la precocidad de la primoinfeccion por VEB, pues re-
fieren que en Argentina el 90% de los nifios menores de 6 afios ya ha sufrido la infeccion
por VEB.

En su estudio detectan presencia del VEB asociada a LHc en el grupo pediatrico del 55%
y en el adulto del 31%. Dentro del grupo pediatrico el VEB esta mucho mas presente en
el grupo de 2 a 10 afios (75% de los casos) que en el de 11-16 afios (30% de los casos).
Dentro del grupo de adultos se detecta el VEB Uunicamente en un 14% de los casos en el
grupo de 17 a 35 afos, y en cambio tanto en el grupo de 36 a 50 aflos como en el de ma-
yores de 50 afios el VEB fue positivo en el 50%. Por subtipos histoldgicos, resaltar que en
el grupo pediatrico el subtipo histolégico mas frecuente fue CM (52%), y dentro de ellos,
el VEB fue positivo en el 77 % de los casos. Concluyen sugiriendo que sus datos apoyan
la teoria de que el VEB esta directamente envuelto en la patogénesis del LHc en los nifios
menores de 10 ainos. [249]

El segundo estudio, realizado en Brasil por Elgui de Oliveira et al, analiza un total de 96
pacientes afectos de LHc, 65 pediatricos y 31 adultos, e intentan estudiar las diferencias
de incidencia del VEB escogiendo pacientes originarios de 2 zonas geograficas diferentes,
una de perfil socioecondmico alto y la otra mas deprimida. Observan una incidencia glo-
bal de infeccién por VEB en el 64% de los pacientes, que es mds importante en los pacien-
tes pediatricos de origen subdesarrollado (80%) que en los de zona desarrollada (63%). El
escaso numero de pacientes adultos y el amplio rango de edad que abarcan (desde los 20
a los 80 afos) imposibilita obtener mds resultados. [250]

4.2.2. Paises en vias de desarrollo

En la linea del Ultimo trabajo comentado en el apartado anterior, Barros et al. publican
recientemente un estudio realizado en poblacién exclusivamente pediatrica en Brasil. Su-
gieren que en los ultimos afios puede haberse producido un cambio de patrén epidemio-
l6gico en su area, dado que analizan 100 pacientes afectos de LHc en Rio de Janeiro, de
entre 3y 18 afios, y la mayoria de casos ocurren en pacientes por encima de los 10 aios
(73%), identificandose el VEB en un 44% de los casos, sin diferencias entre menores o
mayores de 10 anos. El subtipo histologico mas frecuente es EN (69%), también de forma

62



INFECCION POR EL VEB EN PACIENTES PEDIATRICOS Y ADULTOS AFECTOS DE LH

uniforme en toda la muestra, y el VEB se asocid de forma independiente con el subtipo
CM [251]. Posteriormente el mismo grupo ha realizado determinacion de subpoblaciones
linfocitarias en el microambiente tumoral detectandose que podria existir un infiltrado
linfocitario diferente en los casos VEB positivos y en los casos VEB negativos que podria
relacionarse con prondstico, subtipo histoldgico etc. Este hallazgo les permite sugerir la
hipdtesis de que el desarrollo del subtipo CM puede resultar de la exposicién temprana a
VEB en contexto de un sistema inmunitario defectuoso. [252]

No obstante, Araujo et al. realizan otro estudio demografico en Brasil, en el que inclu-
yen 90 casos pediatricos de LHc, detectando alta frecuencia de VEB en todos los subtipos,
especialmente en CM y DL. [253]

Dinand et al. estudia la prevalencia de VEB en el LHc en nifios de India del Norte. Reco-
gen 145 pacientes afectos de LHc diagnosticados entre 1991 y 2003. Se detectd la presen-
cia del VEB en 93% de los casos, asociandose a infancia y nivel socioecondmico bajo. No
se detectd relacién con respuesta al tratamiento ni supervivencia. [254]

Otro estudio demografico realizado por Engel et al. en Sudafrica en 47 pacientes pedia-
tricos afectos de LHc (3- 14 afios) mostré una presencia del VEB en el 68% de los pacien-
tes, siendo el subtipo histolégico dominante el de EN (89% de los casos). En su estudio se
observd una tendencia a un mejor curso evolutivo (mejor supervivencia, sintomatologia
menos agresiva al diagndstico) en los casos VEB positivos que en los VEB negativos. [255]

Por ultimo, Zhou et al. describe sus resultados tras revisan 104 pacientes pediatricos
y 52 adultos afectos de LHc en China. La incidencia global de deteccion de VEB en las
muestras tumorales fue del 72%, siendo del 89% en los pacientes pediatricos y del 38%
en los adultos. Dentro de los pacientes pediatricos, se detecté en el 95% de los casos de
entre 3y 10 afos, y solo en el 54% de los casos entre 11 y 14 afios. En adultos el VEB se
asocio con mas frecuencia con el subtipo CM, y en nifios se asocié con todos los subtipos
histolégicos. [256]
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5.1. Factores de riesgo de LHc

5.1.1. Genéticos y familiares

Existen diferentes datos y trabajos que apoyan la existencia de una base o predisposicion
hereditaria en el LHc.

Estudios epidemioldgicos reportan una agregacion de aproximadamente un 4-5% de pa-
cientes en familias. Asi, los hermanos de un paciente tienen un riesgo 7 veces mayor que
la poblacién general. La predisposicion familiar es particularmente importante en gemelos
monocigotos, puesto que éstos tienen un riesgo 99 veces mayor de desarrollar LHc que en
gemelos dicigotos. También existe una variacion étnica. La poblacidn asiatica presenta me-
nor incidencia que poblacidén caucasica, independientemente de su lugar de residencia.[68,
257] [258-263]

Durante los ultimos 35 afios diferentes antigenos se han asociado con LHc, tanto familiar
como esporadico.

Como ya hemos explicado previamente, existen trabajos recientes que apuntan a la aso-
ciacion entre LHc VEB positivo y HLA tipo I. Estos trabajos nacen a partir de la conocida
relacidn existente entre LHc y VEB en pacientes inmunodeprimidos. Se cree que algunos
alelos HLA podrian asociarse con una baja afinidad por péptidos inmunogénicos derivados
del VEB. De esta forma, existirian algunos haplotipos HLA que podrian predisponer a la apa-
ricion de LHc VEB positivos. [156, 264]

Los estudios iniciales de asociacion entre LHc y HLA se practicaron sin tener en cuenta el
status VEB. Se describieron asociaciones con HLA-A1, HLA-B5, HLA-B8 y HLA-B18, aunque el
grado de reproductibilidad de estos estudios fue bajo. [265]

Estudios posteriores detectaron una alta asociacion entre alelos HLA-Ay VEB. Asi, HLA-A1
se ha asociado con un riesgo aumentado de LHc VEB positivo, y HLA-A2 se ha asociado con
bajo riesgo de LHc VEB positivo. [264, 266, 267]

En los ultimos afios, con las nuevas técnicas de secuenciacién gendmica han aparecido
trabajos que ratifican o apoyan asociaciones ya conocidas y que observan nuevas asociacio-
nes. Por ejemplo, es consistente la asociacion entre HLA-B5 y LHc, y se observa en cambio
significativamente disminuido HLA-DR7 con LHc. También parece existir una alta asociacion
entre HLA-DR2, HLA-DR5, HLA-A1, HLA-B37 y HLA-DR10 con LHc VEB positivo, y una baja
frecuencia de HLA-A2 en LHc VEB positivo. [268]

Por ultimo, los trabajos mas recientes intentan establecer si en realidad las asociacio-
nes genéticas descritas entre HLA y LHc se deben a polimorfismos de nucledtido simple
(SNP) que podrian estar compartidos por diferentes alelos HLA. Asi, algunos investigadores
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mediante estudios de asociacién del genoma completo (genome wide association studies,
GWAS) han observado que el SNP (rs6903608) localizado en la regién HLA clase I, se en-
cuentra significativamente asociado con LHc. [269, 270]

5.1.2. Factores infecciosos

En las primeras descripciones del LHc ya se sugirié una probable etiologia infecciosa de-
bido a su presentacion clinica, caracteristicas epidemioldgicas etc. Ademas la descripcién de
algunos “clusters” de pacientes (en institutos, barrios), apoyarian esta hipétesis del agente
infeccioso desencadenante, sin poderse descartar la posibilidad de algun agente medioam-
biental que hasta ahora nunca se ha podido establecer. [70, 271-273]

Es probada la asociacidon directa entre el VEB y LHc, y hablaremos de ello en profundidad
en el siguiente apartado.

Se han estudiado otros agentes infecciosos como potenciales candidatos o cofactores en
el desarrollo del LHc. Entre ellos estarian citomegalovirus, HHV 6, 7 y 8, poliomavirus JC y
BK, SV40, papovavirus linfotrépico, adenovirus, paramyxovirus y virus 1 humano T linfotré-
pico. No obstante, actualmente no existe evidencia suficiente de que estos agentes estén
implicados a nivel patogénico. [64, 274]

5.1.3. Edad, nivel socioecondmico y ambiente infantil

La incidencia del LHc es diferente en funcidn de la zona geografica que estudiamos.

En los paises subdesarrollados el pico de incidencia ocurre en la edad infantil y en cambio
en paises desarrollados es en adultos jovenes. [75, 275]

Ademas, diversos estudios poblacionales demostraron que el tamafio de la familia, aun-
que es un indicador de clase social, persistia como factor de riesgo de desarrollar LHc tras
corregir otros variables como educacion, clase social, tipo de vivienda, historia previa de
mononucleosis infecciosa etcétera. En concreto, en paises desarrollados se observé que
los adultos jovenes primogénitos, o que habitaban en domicilios unifamiliares, o cuyos pa-
dres eran de nivel educacional alto, todos ellos eran factores de riesgo que aumentaban la
probabilidad de LHc.[275-278] Esto en realidad podria sugerir que estos factores no con-
tribuyen en si mismos a la aparicion de la enfermedad pero si al retraso en la exposicidon a
agentes infecciosos como por ejemplo el VEB.

5.1.4. Inmunodeficiencias

Es un hecho conocido que los estados de inmunosupresion y de sobreestimulacidén inmu-
noldgica aumentan el riesgo de desarrollar LHc.[279] En los pacientes sometidos a trasplante
alogénico de médula dsea el riesgo de LHc aumenta en 5-6 veces respecto a la poblacién ge-
neral[280], siendo este riesgo aun mayor, entre 18 y 22 veces el esperable en la poblacién ge-
neral, en los pacientes afectos de infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana.[137]

Otros pacientes con riesgo aumentado de LHc son los afectos de inmunodeficiencias pri-
marias, como sindrome de Wiskott-Aldrich, inmunodeficiencia comun variable y ataxia-telan-
giectasia. [281]
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5.1.5. Exposiciones ocupacionales y ambientales

Algunos exposiciones ocupacionales fueron postuladas como de riesgo de desarrollar
LHc, como la industria de la madera, herbicidas y pesticidas, radiaciones ionizantes, indus-
tria del algodén, refinerias de petréleo y algunos productos de peluqueria, pero los estudios
fueron realizados en grupos pequeiios de pacientes y los resultados son poco consistentes.
[64, 282, 283]. También se estudio la relacién entre el tabaco y el LHc, pero los resultados
no fueron concluyentes.[284]

Por ultimo, cabe recordar algunos trabajos que observaron que algunas profesiones que
implicaban contacto personal (profesores, sanitarios) tenian un riesgo elevado de desarro-
llar LHc, lo que podria apoyar también la teoria del agente infeccioso como factor etiolégico,
pero estos resultados también son poco consistentes y dificiles de interpretar dado que
pueden estar sesgados por clase social etc.[285, 286]

5.2. Relacion entre VEB y LHc

La demostracion de la asociacion entre el VEB y LHc se ha demostrado por numerosos estu-
dios seroepidemiolégicos en los que se detectaron altos niveles de anticuerpos contra el VEB y
contra antigenos de la capside viral en pacientes afectos de LHc respecto a los controles.[287]
A nivel celular se han detectado componentes del VEB como EBER, EBNA y LMP en el interior
de las células HRS. Ademds se ha demostrado la clonalidad del VEB detectado en estos tumo-
res, lo que implica que las células HRS fueron infectadas previamente a la malignizacion. [99

Hablaremos a continuacidn de la relaciéon entre mononucleosis infecciosa (MlI) y el LHc,
y posteriormente revisaremos la asociacion entre VEB y edad, sexo, subtipo histolégico y
prondstico.

5.2.1. Mononucleosis infecciosa y LHc

Los primeros estudios que apuntaron la relacidn entre el VEB y el LHc fueron realizados a
partir de observaciones realizadas sobre la MI. Estudios epidemioldgicos ya demostraron hace
25 afos que el antecedente de Ml triplicaba el riesgo de LHc, y que los pacientes afectos de
LHc, antes de desarrollar la enfermedad, tenian titulos de anticuerpos contra el VEB mayores
que los controles. [288-290] Otro cldsico trabajo del mismo grupo demostré que pacientes
con evidencia serolégica de infeccion por el VEB tenian un riesgo 2.5-4 veces mas elevado de
desarrollar LHc que las personas sin infeccion.[289] La afectacion del grupo de edad de adul-
tos jovenes dio lugar a la interpretacion de que esta asociacion revelaba una aparicion tardia
de la infeccion por VEB en pacientes de un nivel socioecondmico alto. [257, 291]

Pero existen algunos hechos paraddjicos: ¢porqué en el grupo de adultos jovenes, grupo
en el que la asociacidén entre Ml y LHc es mas potente, es donde menos se encuentra el
VEB? Y porqué solo se encuentra genoma del VEB en 20-40% de los pacientes con diagnos-
tico previo de MI, cuando en cambio se detecta en 30-40% de los adultos jévenes diagnos-
ticados de LHc? éPorqué los LHc asociados a VEB se dan con mayor frecuencia en aquellas
zonas geograficas en las que la Ml es menos frecuente?
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Ademas, estudios recientes han aportado resultados contradictorios, en cuanto a lare-
lacién entre Ml y LHc, probablemente por sesgos y diferencias metodoldgicos. Esto volvid
a generar una cierta discusion en cuanto al papel etiopatogénico del VEB. [290, 292-294]

No obstante, un trabajo reciente parece aportar una evidencia definitiva[295]. Es un estu-
dio poblacional realizado en Dinamarca y Suecia que recoge un total de 586 pacientes y 3187
controles, en el que se revisa la presencia del VEB y se documenta la historia de M, reco-
giéndose ademads informacion exhaustiva sobre posibles factores de confusidn relacionados
con factores de riesgo socioecondmicos de desarrollo de LHc (caracteristicas de la familia,
nivel educacional, tipo de casa..). Este trabajo demostré que Ml se asociaba, con significacién
estadistica y sin posibilidad de que se debiese a factores de confusion, con un riesgo elevado
de LHc EBV positivo y no con LHc EBV negativo, y ademds se demostré que la enfermedad se
desarrollaba con una media de 2.9 afios (1.8-4.9 afios) tras la infeccion.

Se considera que este estudio es definitivo en cuanto a la demostracion de la relacidn
entre Ml y desarrollo de LHc. La teoria “hit and run” puede explicar, al menos parcial-
mente, algunas de las paradojas expuestas previamente. No obstante algunas de esas
preguntas persisten sin respuesta, y seran necesarios nuevos estudios o la aportacién de
las nuevas tecnologias las que aporten luz a esos interrogantes.

5.2.2. VEB y subtipos histolégicos

El subtipo histoldgico es el mayor predictor de que un LHc se asocie a VEB, pues se detec-
ta en el 75% de los casos subtipo CM y solo en un 25% de los casos EN. Ademads un hecho
caracteristico es que el VEB practicamente no se asocia con el subtipo PL.[257] Como hemos
visto algunos autores apoyan la hipétesis de que sera el propio VEB el que inducira que el
LHc morfolégicamente se exprese en su subtipo histolégico CM. [252]

La figura adjunta, extraida del trabajo multicéntrico de Glaser et al, muestra como hay un
gran predominio de infeccion por VEB en el subtipo CM, practicamente independiente de la
edad de los pacientes. (Figura 14)

100 a—
B o014
B 1530 . o
%0 Y5 AD-54 A ?
55+ j_,;"
60 Z
Z

Percent

m .
i E B I
0 r h -2
NS LP MC LD

Histologic Subtype

Figura 14: Infeccion por VEB en funcidn de edad y subtipo histoldgico [257]

Ademas del mecanismo desconocido que explique la relacién entre VEB y CM, la serie de
Keegan et al nos dejan otra pregunta en el aire, en relacidn a la observacion de que en el grupo
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de 15-44 anos tienen pocos pacientes subtipo CM y son mayoritariamente VEB negativos, como
si de alguna forma ese mecanismo desconocido en estos pacientes no fuese funcionante.

5.2.3. VEB y zona geografica

La asociacion del VEB con el LHc es mucho mayor en las zonas geograficas propias de
los paises menos desarrollados, como Asia, Africa y centro/Sudamérica, con positividad
del VEB entre un 43 y 95%, que en EEUU o Europa, donde los estudios detectan presen-
cia del VEB en 22-53% de los pacientes.[64, 75] Siempre se debe tener en cuenta que las
técnicas diagndsticas realizadas pueden representar un sesgo.

5.2.4. VEB y edad, sexo y raza

En paises desarrollados el LHc se presenta con la conocida curva bimodal, con picos de
incidencia en adultos jovenes y personas mayores de 60 afios. En cambio la mayor inci-
dencia de LHc VEB positivos es en nifios y personas mayores de 70 aios.

En poblacién pediatrica, como ya comentamos en el apartado de estudios demografi-
cos, la incidencia de asociacion de VEB al LHc esta entre 54-100% en estudios realizados
en Asia, Africa, Centroamérica y Sudamérica, y entre 28-59% en estudios europeos y nor-
teamericanos. De nuevo se debe tener en cuenta la consideracidon anterior. [64, 296]

El LHc VEB positivo, al igual que el ocurre en el LHc en general, es mas frecuente en
pacientes de sexo masculino que de sexo femenino (practicamente presenta el doble de
incidencia, 47,7% vs 29.2%). Esta diferencia es especialmente importante en adultos jo-
venes, lo cual ha motivado que algunos autores investiguen sobre el posibles mecanismos
protectores en mujeres adultas jovenes, (mecanismos inmunosupresores mediados por
el embarazo, etc.). [257]

En cuanto a la raza, mientras que el LHc es mas frecuente en general en pacientes de
raza blanca, el LHc VEB positivo es mas frecuente en pacientes de origen hispano, asiatico
o indio (60-65%), algo menos frecuente en pacientes de origen caucasico (35%), y es me-
nos frecuente en pacientes de raza negra (16%).

Un grupo étnico con ciertas particularidades es el de origen afroamericano, como son
el predominio de subtipo histolégico EN, y que en ellos no se aprecia el predominio en
sexo masculino que se aprecia en la poblacién general.[257]

5.2.5. VEB y prondstico

Los estudios sobre la influencia del VEB en el prondstico y el riesgo de recidiva son con-
trovertidos. Esto puede ser reflejo de problemas derivados de las técnicas diagndsticas,
problemas metodoldgicos a la hora de comparar los resultados que aportan los estudios
realizados, etc.

De todas formas, los estudios poblacionales son los mas consistentes dado que no de-
berian presentar sesgos de seleccién de los pacientes.

Asi, concretamente tres estudios poblacionales recogen una marcada disminucion de la
supervivencia en pacientes mayores de 60 afios VEB positivos respecto de los pacientes VEB
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negativos. Uno de ellos también aporta los siguientes datos: los pacientes afectos de LHc VEB
positivos son de mayor edad, suelen presentarse con enfermedad avanzada y sintomas B y
muestran una tendencia a una menor supervivencia comparando con los pacientes LHc VEB
negativos. No obstante, en uno de ellos el tamafio muestral era pequefio, otro fue realizado
Unicamente en poblacion mayor de 60 afios, y el otro en mujeres. Asi cada uno de ellos tiene
que ser interpretado con ciertas precauciones. [232, 297, 298]

Otros estudios, realizados en Espafia, Brasil, India, Corea, Sudafrica, con un elevado porcen-
taje de casos VEB positivos, refieren no encontrar efecto del status VEB sobre el prondstico
del LHC, e incluso observan una mayor supervivencia asociada a la positividad del VEB. Esto
podria sugerir que el impacto prondstico de la positividad del VEB puede estar influida por el
factor geografico. No obstante, estos estudios también deben ser interpretados con precau-
cién, dado que son ensayos clinicos con pacientes seleccionados (generalmente jévenes) y la
disponibilidad de muestras para la realizacion de los estudios histoldgicos no ha sido éptima.

Pero seran tres recientes estudios poblacionales, metodolégicamente impecables y que
obtienen resultados muy similares, los que aportan conclusiones consistentes sobre el tema.
Son estudios en cohortes estratificados por edad, y observan que el impacto del status del VEB
varia en funcion de la edad al diagndstico. Asi, tanto en el grupo de pacientes menores de 15
afios como en el grupo de 16-34 afios el VEB comporta una mayor supervivencia (en el primer
grupo, muy cercana a la significacion estadistica), y es en el grupo de pacientes mayores de
50 afios en el que realmente implica un peor prondstico, tras ajustar por otras variables como
sexo, estadio y presencia de sintomas B. El estudio de Keegan et al. apunta, no obstante, que
esta mortalidad aumentada afecta Unicamente al grupo de pacientes con subtipo histoldgico
EN.[57, 296, 299] Los trabajos de Keegan y Jarret observan ademas una mayor supervivencia
global en los LHc VEB negativos que en los LH VEB positivos, con datos que son estadistica-
mente significativos, pero el estudio de Diepstra et al. difiere en esta ultima conclusion, pues
no detecta efecto del VEB en el pronostico del grupo total de pacientes.

Un ultimo estudio recogiendo Unicamente pacientes pediatricos, realizado en Brasil, detec-
ta asociacion entre VEB y pacientes de bajo riesgo.[300]

En cualquier caso, los datos obtenidos sugieren la hipdtesis de que la inmunosenescencia,
o afectacion funcional del sistema inmune asociada con la edad, puede contribuir a la apari-
cién del LHc VEB positivos en el grupo de pacientes de mayor edad. Ello podria explicarse por
una disminucion de la actividad citotdxica mediada por células T, que afectaria al control de
la infeccidn latente por VEB, provocando que aumentase el nimero de células B en estado de
infeccidn latente y aumentase asi el riesgo de desarrollar LHc VEB positivo.[301, 302]

Otra explicacién para comprender el diferente pronostico del VEB en pacientes jovenes y
adultos enlazaria con las teoria clasicas de MacMahon etc. de que en realidad se trata de en-
tidades bioldgicamente distintas.[20]

Pese a las dificultades de interpretacidon y de integracion de los resultados mostrados,
una cosa es innegable, y es el hecho de que la comprensidn del papel que desempena el
VEB en el LHc puede tener importantes aplicaciones practicas (estadiaje, planificacién del
tratamiento etc.). Esto nos obliga a continuar avanzando en el estudio de este binomio.
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6. JUSTIFICACION







El LHc es un proceso neoplasico de caracteristicas clinicas, epidemioldgicas y bioldgicas
Unicas. Es una neoplasia clonal de células B, con células que pierden la expresién de mar-
cadores B debido a un proceso de reprogramacion transcripcional. Multiples factores de
transcripcidn y vias de sefalizacion se encuentran disreguladas en las células HRS.

Se han realizado numerosos estudios epidemioldgicos y demograficos, con diferentes
objetivos: caracterizar el comportamiento de la enfermedad en una poblacién determina-
da, comparar diferentes poblaciones, detectar posibles agentes causales de la enfermedad.

En la actualidad sabemos que el LHc se comporta de forma diferente en nifios o en adul-
tos y que presenta diferentes patrones en funcidn de factores y condiciones socioecondmi-
cas. Numerosas evidencias apuntan al papel fundamental del VEB en la patogenia de este
tumor. No obstante, existen escasos trabajos que estudien de forma comparativa el LHc en
poblacién pediatrica y poblacién adulta en una misma zona geografica.

En los ultimos 20 afios se han producido importantes avances en el conocimiento de la
patogenia de la enfermedad, se ha demostrado que existen alteraciones relevantes a nivel
de ciclo celular y de la apoptosis y se ha profundizado en el estudio de la biologia molecular
del LHc.

Existen multiples trabajos que han estudiado diferentes alteraciones presentes en las
células HRS, como pueden ser alteraciones de vias de senalizacién, de proteinas de ciclo
celular, de factores de transcripcion, alteraciones de la apoptosis. Pero no existen trabajos
gue intenten correlacionar estas alteraciones con variables clinico-epidemioldgicas y anali-
zarlo en funcion de la edad de los pacientes y de la presencia del VEB de forma sistematica.

Con estos preceptos, intentaremos identificar patrones relacionados con diferentes fac-
tores (variables epidemioldgicas, alteraciones de las proteinas de ciclo celular y de la apop-
tosis, presencia del VEB) que caractericen de forma diferencial a los pacientes afectos de
LHc en funcion de la edad y que permita avanzar en la comprension de la fisiopatologia de
esta enfermedad.
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7. OBJETIVOS







7.1. Andlisis epidemioldgico del LHc en nuestro medio

e Andlisis comparativo de la presencia del VEB en pacientes afectos de LHc en nues-
tro medio en funcidn de la edad. Determinacion mediante tres técnicas diagnos-
ticas y andlisis del grado de concordancia de las mismas.

e Andlisis descriptivo de variables clinico-bioldgicas en los pacientes afectos de LHc.
Estudio comparativo de las mismas en funcién de la edad y en funcién de la pre-
sencia del VEB en las células HRS.

e Determinacion de la influencia del VEB sobre la supervivencia de los pacientes

afectos de LHc.

7.2. Caracterizacion de las alteraciones del ciclo celular y de la
apoptosis en el LHc

e Analisis estadistico descriptivo de las alteraciones de las proteinas de ciclo celular y
de la apoptosis en pacientes afectos de LHc.

e Establecer si las alteraciones de ciclo celular y de la apoptosis observadas se modifi-
can en funcion de la edad de los pacientes o de la presencia del VEB.

e Analizar las relaciones existentes entre las diferentes proteinas de ciclo celular y de
apoptosis y los cambios que estas experimentan en funcién de la edad de los pacien-

tes o de la presencia del VEB en el tejido tumoral.

e Determinacion de la correlacidn entre la expresion de las proteinas de ciclo celulary
de la apoptosis en las células HRS y la supervivencia de los pacientes afectos de LHc.
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8. PACIENTES Y METODOS







8.1. Datos epidemioléogicos

Se han analizado de forma retrospectiva 94 pacientes diagnosticados de forma consecu-
tiva de LHc en los que se obtuvo muestra de tejido suficiente para desarrollar los estudios
necesarios.

Los pacientes se clasificaron en tres grupos de edad. El motivo de esta clasificacion es
estudiar de forma comparativa un grupo de pacientes pediatrico, un grupo de adultos
jovenes, y un grupo de adultos de edad avanzada.

Pretendemos en nuestro estudio realizar un analisis comparativo entre el LHc en la
edad pediatrica y el LHc en el paciente adulto. Existen algunos trabajos que han estudia-
do su poblacién afecta de LHc y posteriormente han intentado establecer diferencias en
funcién de la edad. La inmensa mayoria se realizaron en poblacién adulta, y compararon
adulto joven y adulto de edad avanzada, otros comparaban los adultos de edad avanzada
y muy avanzada intentando establecer factores pronostico etc.

Algunos trabajos estudiaban, dentro de su muestra, qué caracteristicas tenian los pa-
cientes pediatricos, pero sin realizar una comparacién en el sentido estricto con los pa-
cientes adultos. Los trabajos realizados en poblacion pedidtrica mayoritariamente se cen-
tran en comparar pacientes de diferentes zonas geograficas.

La pregunta inicial que nos planteamos fue como definiriamos el grupo de pacientes
“pediatricos”, donde estableceriamos el limite de edad de este grupo. Considerando la
influencia del VEB sobre el LHc y los modelos de las “tres” o incluso las “4 enfermedades”,
era evidente que el limite de edad de este grupo debia situarse entre los 15 y los 20 anos.

No obstante, como vimos, algunos trabajos que estudiaron de forma diferenciada esos
grupos de edad estableciendo el grupo pediatrico entre 0 y 15 afios no observaron las di-
ferencias esperables en relacidn a la presencia del VEB. Ademas, consideramos relevante
el hecho de que en nuestra sociedad el primer pico de incidencia de LHc aparece a partir
de los 20 afios aproximadamente. [66, 303]

Por ultimo debemos tener en cuenta aspectos metodoldgicos relacionados con la ne-
cesidad de disponer de tres grupos comparables, calibrando el equilibrio entre la homo-
geneidad de cada grupo y el numero final de pacientes en cada uno de ellos, para intentar
obtener resultados con significacidn estadistica.

Con todos estos argumentos decidimos finalmente establecer el grupo pediatrico de
los 0 a los 20 afos.

Los datos obtenidos son los siguientes:
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Se realizd un seguimiento medio de los pacientes de 105 meses (entre 24 y 300 meses).
Nuestro grupo de pacientes estd compuesto por:

36 pacientes de entre 0-20 aios (edad: 3-20, media de 13,5 afios)
34 pacientes de entre 21-44 afios (edad: 21-44 afios, media de 29,9 afios)
24 pacientes mayores de 45 afos (edad: 45-82 aios, media de 60,7 afios)

Distribucion de pacientes

“D-20 arffos
®21-44 arios

»45 affos

GRUPO CONTROL: pacientes de ambos sexos en los que, por otra enfermedad, se prac-
ticara exéresis ganglionar, con ganglios diagndsticados anatomopatoldgicamente como sin

alteraciones.

Se realizd revision de las historias clinicas para recoger la informacion relativa a las va-
riables sociodemograficas y clinicas de los pacientes. Las variables recogidas fueron las si-
guientes:

Edad

Sexo

Fecha del diagndstico

Antecedente de mononucleosis infecciosa

Serologia VEB, serologia CMV

Nivel social de los padres

Numero de hermanos

Paciente de sexo femenino: nimero de hijos, abortos, tratamiento con anticoncepti-
vos, antecedente de fibromas uterinos

Tabaquismo.

Profesidén, contacto con pinturas.

Sintomas B.

Masa Bulky

Estadio en el momento del diagndstico

Marcadores analiticos: VSG, LDH

Subtipo histoldgico

Tratamiento realizado

Respuesta al tratamiento: desaparicion de la masa tumoral al finalizar el tratamiento.
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e Duracion de la respuesta al tratamiento.

e Exitus (si/no, fecha)

e Fallecimiento debido al LHc (si/no)

8.2. Técnicas diagndsticas

8.2.1. Revision histoldgica y construccion de las matrices tisulares

Se realizd una revisidon histoldgica de todos los casos para incluirlos en el estudio con arreglo
a los criterios de la OMS (2001). Todos los casos fueron valorados por dos patdlogos indepen-
dientemente (JLM, GTM). Los casos discrepantes fueron consensuados en valoracion conjunta.

De los bloques de parafina se seleccionaron areas representativas para la construccion
de matrices de tejido (“tissue microarrays”). Para cada caso se seleccionaron varias zonas
representativas. Se construyeron varias matrices tisulares con muestras representativas de
los casos y controles. Todas las matrices se duplicaron.

Para la recogida de datos se disefid una plantilla que representaba la ubicacidn fisica de

cada caso (numero de matriz, fila, columna).

En las matrices tisulares se realizaron las siguientes determinaciones:
1. Tinciones rutinarias: Hematoxilina-eosina

2. Técnicas de inmunohistoquimica:

a. Virus de Epstein-Barr: LMP-1, EBNA-2
b. Reguladores del ciclo celular y apoptosis: p53, p21, p27, bcl2, bcl-x, bax, p16.
Ciclinas: ciclina D1, ciclina E, ciclina A, ciclina B1, Ki67

C.

3. Técnicas de hibridacidn in situ:
a. Virus de Epstein-Barr: EBER

La tabla siguiente recoge las clonas y diluciones empleadas en las técnicas de inmuno-

histoquimica.

Clona Dilucion
LMP1 CS1-14 1/1000
EBNA-2 R3 1/20
p53 DO7 1/500
p21 Wafl 1/500
p27 Kip1 1/60
Bcl-2 124 1/20
Bcl-x S-18 1/1000
pl6 4C11 1/60
Ciclina D1 SP4 1/20
Ciclina E 13a3 1/60
Ciclina A 6E6 1/30
Ciclina B1 NCL-B1 1/20
Ki67 MIB1 1/600
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La positividad se valoré por métodos semicuantitativos valorando la intensidad de Ia
inmunotincién.

Se utilizaron controles positivos de muestras tisulares recomendados por las empresas
comercializadoras.

Figura 15: modelo tedrico de construccion de MTA

Figura 16: construccion de MTA
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= . : i

Figura 17: A. plantilla de recogida de datos. B. Matriz definitiva. C. Realizacion de técnicas inmunohis-

toquimicas.

8.2.2. Técnicas inmunohistoquimicas

Las siguientes moléculas fueron determinadas por método inmunohistoquimico: LMP-1,
EBNA-2, ciclina D1, ciclina E, ciclina A, ciclina B1, , bcl-2, p53, p27, bcl-2, bcl-xl, bax, ki-67.
Brevemente se siguieron los siguientes pasos:

e Desparafinacion con xilol de los cortes tisulares (5 u), realizando 3 cambios cada 5
minutos.

¢ Hidratacidn de la muestra, con concentraciones progresivamente decrecientes de al-
coholes (3 minutos en cada uno), hidratando al final con agua destilada durante 5
minutos.

¢ Digestidon enzimatica con saponina, con lavados posteriores con PBS

e Secado de los portas en torno al tejido, aplicando sobre éste suero e incubando du-
rante 20-30 minutos.

e Tras desechar el exceso de suero normal por decantacién, se aplicé el AC primario, a
una dilucion de 1:30, dejandolo incubar toda la noche.

e Lavado de las secciones con PBS en tres ocasiones, 5 minutos cada vez.

e Secar las preparaciones en torno al tejido, con incubacién posterior del mismo con el
anticuerpo secundario durante 30 minutos.
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Nuevo lavado con PBS e incubacidn de las muestras con perdxido de hidrogeno al 6%
en PBS.

Lavados con PBS (5 minutos) en tres ocasiones, e incubacidn posterior con el comple-
jo terciario ABC (Avidin Biotin Complex), durante 50 minutos.

Lavados con PBS en tres ocasiones (5 minutos cada vez).

Incubacién con Tritdn X-100 al 0.5% en PBS, durante 30 segundos.

Incubacion de las secciones en DAB diaminobencidina durante 5 minutos, controlan-
do el viraje de color.

Lavado con agua destilada durante 5 minutos

Contraste con hematoxilina de Harris durante 1 minuto.

Deshidratacion en alcoholes de gradacién creciente (10 inmersiones cada vez) e in-
mersion en xilol durante tres minutos antes de cubrir la preparacion.

La evaluacién posterior de los resultados de inmunohistoquimica se realizara de forma
independiente por dos patdlogos, valorando en cada caso la intensidad y la extensién del
marcaje inmunohistoquimico.

8.2.3. Técnicas de hibridacion in situ

La determinacion del virus de Epstein-Barr se hizo con la técnica hibridacion in situ EBER.
Brevemente:

Secciones de 5 micras desparafinizacién y deshidratacion

Lavar con agua destilada

Inhibir la peroxidasa enddégena durante10 min, en camara humeda
Lavar con agua destilada

Cubrir el tejido con una solucién de proteinasa K (-202) afiadir 200 lambdas de PBS al
vial, incubar en cdmara humeda a temperatura ambiente

Lavar con agua.

Lavar con PBS’

Secar alrededor del tejido y poner la sonda

Colocar en cdmara humeda en estufa a 622 durante 45’

Lavar PBS

Incubar con anti-digoxigenina 20’

Lavar con PBS

Incubar con el polimero conjugado

Lavar PBS

Lavar agua destilada

Revelar con DAB’

Contrastar con hematoxilina

Lavar con agua

Deshidratar y montar.
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8.2.4. Técnicas de amplificacion genética (PCR)

La deteccion del ADN-VEB en el ADN extraido se realizd mediante la técnica de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica consta de una fase preliminar de prepa-
racion de la muestra y una fase posterior de deteccidn de la proteina de la cdpside del VEB
gp 220. Para la realizacién y estandarizacion de la misma se aplicd el modelo desarrollado
por Telenti et al. [304]

|. Preparacién de la muestra

La extraccidn del ADN de las muestras de biopsia incluidas en parafina se realizd segun la
técnica descrita a continuacion.

e Obtencidon de las muestras de biopsia incluidas en parafina de secciones de 10 um de
espesor.

e Desparafinacion de la muestra 2 veces con xileno.

e Centrifugaciéon a 14.000 rpm durante 2 min.

e Lavados con etanol y posterior secado de los pellets.

e Resuspension en 100 ul de tampdn K recién preparado (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl
(pH 8.3), 2.5 mM MgCl2, 0.5% Tween 20 y 100 ug/ul de proteinasa K).

* Incubacidén a 55 eC durante 18-24 h.

e |nactivacion de la proteinasa K a 942C durante 9 min,

e Centrifugado y conservacion a -202C hasta su analisis.

ll. Deteccién del ADN-VEB por deteccién gp 220

La deteccion del ADN-VEB en el ADN extraido se realizd mediante la técnica de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando iniciadores especificos para la proteina gp
220 de la capside del VEB (regiéon Bam H1): 5':GGCTGGTGTCACCTGTGTTA 3'Y 5':CCTTAG-
GAACAAGTCCC 3'.

Se amplificaron 5 ul de lisado en un volumen de reaccién de 50 ul con el siguiente con-
tenido: 16 mM (NH4)2504, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.01% Tween 20, 1.5 mM, MgCl2, 200
mM de cada Dntp (Pharmacia, Suecia), 25 pmol de cada iniciador (Diasorin, Saluggia, Italia),
y 2.5 U de Tag ADN polimerasa (Biotaq, Bioline, Reino Unido).

El analisis de los amplificados se efectué mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
teflido con bromuro de etidio, junto con un marcador de peso molecular adecuado. Poste-
riormente los geles se observaron con luz ultravioleta y se fotografiaron. Se consideraron
positivas para la gp220 del VEB las muestras que presentaban una banda de 239 pb.
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos de la amplificacion del gp220
del VEB. Linea M, macador de peso molecular (100-1000 pb); linea 1, control negativo, linea 2, control posi-
tivo de DNA de VEB; linea 3, tejido pafinado de paciente con LHc. En las lineas 2 y 3 se observa producto de
amplificacién de 239 bp, especifico de gp 220 de VEB.

8.3. Metodologia estadistica

En este estudio disponemos de algunas variables cuantitativas, pero la mayoria seran
variables categoéricas, la mayoria de ellas binarias.

Las variables cuantitativas se describiran mediante estadisticos descriptivos (media, cuar-
tiles, desviacidén estdndar, minimo, maximo) y se comparara su distribucién entre grupos
mediante el test de Kruskal-Wallis (no paramétrico). Las variables cualitativas se describiran
mediante su tabla de frecuencias, y se compararan entre ellas mediante la tabla de contin-
gencias. Realizaremos el test Chi-cuadrado (o el test exacto de Fisher, cuando el tamafio
muestral sea demasiado pequeiio) sobre la hipdtesis de independencia entre las variables.

Se estimarad la curva del tiempo de supervivencia desde el diagndstico hasta el exitus me-
diante el método de Kaplan-Meier, y se comparara la supervivencia entre diferentes grupos
mediante el test log-rank y el modelo de riesgos proporcionales de Cox.

En general se consideran significativos los tests con p-valor menor que 0.05 (nivel de
significacion alfa del 5%).

Se utiliza el software estadistico libre R 3.0 para los célculos.

R Core Team (2012). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/.

8.4. Aspectos éticos

Este estudio fue revisado y avalado por la Comisidon de Investigacién y aprobado por el
Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol.

Para la realizacion de este trabajo de Tesis se ha dispuesto de una Beca del Fondo de In-
vestigaciones Sanitarias (FIS) del Instituto Carlos Ill con el proyecto titulado “Infeccién por
virus de Epstein-Barr en pacientes pedidtricos y adultos afectos de enfermedad de Hodghin.
Alteraciones asociadas del ciclo celular y apoptosis”. Expediente n2 PI021105, afios 2003-
2005.
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9. RESULTADOS







9.1. PARTE I: RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS

Poblacion muestral y distribucion por franjas de edad

Distribucion de pacientes

50-20 ados
®21-44 arfos
=45 arios

Los pacientes se han dividido en tres grupos de estudio.

Si analizamos su distribucion de forma mas detallada observamos que existen Unicamen-
te siete pacientes menores de 10 afios, un gran numero de los pacientes se acumulan entre
10y 20 afos (25 pacientes) y entre los 21 y los 35 afos (31 pacientes), configurando un pico
de prevalencia, y existe un segundo pico de pacientes que se situa en el grupo de mayores

de 50 aios (20 casos).
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9.1.1. Estudios de concordancia de las técnicas diagnésticas de la infec-
cion por el VEB

Inicialmente analizamos las muestras evaluadas mediante las tres técnicas, para descar-
tar que exista un sesgo debido a que cada técnica estudie pacientes diferentes.

Las determinaciones de EBER y LMP1 se realizan sobre el MTA, con lo que es esperable que
las pérdidas sean similares. Observamos que existen un 22-23% de pérdidas de pacientes,
siendo exactamente los mismos (20 casos no evaluables mediante EBER, 21 casos no evalua-
bles mediante LMP1). Esto garantiza que los resultados entre ambas técnicas son absoluta-
mente comparables.

Si estudiamos qué ocurre con la determinacion de la infeccion mediante DNA-PCR gp220,
que se realiza de forma individual en muestra de cada paciente y no en MTA, podemos ob-
servar que solo el 18% de las muestras no son evaluables (16 pacientes) y Unicamente en
3 casos en los que tenemos el diagndstico mediante las otras dos técnicas no se puede
realizar el diagndstico mediante gp220. Es decir, en algunos casos tendremos Unicamente
informacion de la posible infeccion mediante gp220 y no mediante las otras dos técnicas.

Por lo tanto, podemos decir que las muestras estudiadas mediante las tres técnicas son
practicamente idénticas, con algunos pacientes mas en el grupo de estudio mediante PCR.
En consecuencia, si obtenemos resultados diferentes, esta diferencia debera ser atribuida a
cuestiones inherentes a las propias técnicas diagndsticas y no a que se estudien pacientes
diferentes con cada una de ellas.

Muestras evaluables para el
diagndstico de infeccion por VEB

100% |
BO%: |

60% | " no evaluables

40% | " avaluables

20% |

0 -

gp220 EBER LMP1

A continuacion procedemos a estudiar la dependencia y coincidencia de las tres técnicas.
Para ello usaremos los indices chi cuadrado y el indice Kappa de Cohen.

Las tres técnicas comparadas entre ellas dos a dos muestran una dependencia estadisti-
camente significativa, con p<0.05 en los tres casos.

No obstante, el indice estadistico mas especifico para estudiar coincidencia entre va-
riables es el indice kappa de Cohen. En este caso obtenemos una coincidencia de 0.42
entre EBER y LMP1, que se considera un grado de coincidencia moderado. Si analizamos la
concordancia entre estas técnicas en cada grupo de edad observamos que la concordancia
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entre EBER y LMP1 es buena, del orden de 0.60-0.65 tanto en el grupo de 0-20 afios como
en el de mayores de 45 afios, siendo mas baja en el grupo de 20-45 afios.
Existe una baja coincidencia tanto entre PCR y EBER como entre PCR y LMP1.

9.1.2. Infeccién por VEB

Infeccion por VEB en el grupo muestral

100% |

80% i
60% |
40%

|
20%

0%
Ep220 EBER LMP1

" positive  ® negativo

Infeccién por VEB por grupos de edad (diagnéstico mediante DNA gp220)

Esta técnica es especialmente Util para el diagndstico de la infeccidon por el VEB en el gru-
po de edad de 0-20 afios, con una diferencia respecto a los otros dos grupos de edad que es
estadisticamente significativa (p=0.047 en el test exacto de Fisher).

100%:
80%
60%
40%
20% | T y -

0%

0-20 arios 21-44 anos =45 anos

® posttive ™ negativo
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Infeccién por VEB por grupos de edad (diagnéstico mediante EBER)

En este caso hay muchos mds casos de VEB positivos en el grupo de mas de 45 afios
(61.11%) que en el de 0-20 afos (39.27%) y sobretodo que en el 21-44 afios (21.43%), y esta
diferencia también es estadisticamente significativa. (p=0.025 en el test chi-cuadrado)

100%
BO%
60%
40%

20%

0%
0=20 anos 2144 aios =45 anos

" positiva ® negativo

Infeccién por VEB por grupos de edad (diagndéstico mediante LMP1)

De nuevo existe dependencia significativa entre el VEB (diagnosticado mediante LMP1) y
la edad, puesto que existen muchos mas casos positivos en el grupo de pacientes mayores
de 45 afios (72.22%) que en el de 21-44 afios (46.43%) y sobretodo que en el 0-20 afios
(33.33%). (p=0.037 en el test chi-cuadrado).

100%
BO%
B0%
A0%

20%

0-20 arios 21-44 arfos =45 arfos

“ positiva ® negativo
En resumen, mediante las 3 técnicas se demuestra que existe una presencia diferente del
VEB en los pacientes en funcion de la edad, y esta diferencia es estadisticamente significativa.

Cuando realizamos el estudio del VEB mediante EBER o LMP1 se observan mas casos
VEB positivo en el grupo de mayores de 45 afos; en cambio, cuando el estudio se realiza
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mediante DNAgp220 se observan mas casos VEB positivos en el grupo de 0-20 afios. EBER y

LMP1 obtienen resultados similares en el primer y tercer grupo de pacientes, pero resulta-
dos significativamente diferentes en el grupo de 21 a 45 ainos.

Observamos en la siguiente tabla, de forma conjunta y resumida, los datos anteriores.

Infeccion por VEB segiin edad

100,00%
80,00%
60,009 “rp220
“EBER
40,00% Siin
20,00%
0,00%

0-20 arfios 21-44 arios =45 arios

Si analizamos con mas profundidad la relacidon entre edad de los pacientes e infeccidon
por el VEB comprobamos tanto mediante EBER como mediante LMP1 que el VEB esta mas

presente en el grupo de 0-10 afos y en los pacientes mayores de 45 afos (especialmente en
los mayores de 60 afios). (Figura 19)

Infeccidn VEB [LMP1) Infeccion VEB (EBER)

5 positive  ®neyative " poditive negativo
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Figura 19: A. Hibridacidn in situ. Distribucién de la positividad para VEB en una de las muestras de la matriz
de tejido. B. Detalle de la positividad de las células neoplasicas para EBER. C. Inmunotincién para LMP-1 en
las células tumorales. D. Expresidn de LMP-1 en membrana con variable intensidad en las distintas células
tumorales.
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9.1.3. Distribucion del LHc por sexo

Distribucién LHc por sexo

La razén entre varones y mujeres fue de 1.6 : 1.
Hay una dependencia estadisticamente significativa entre el sexo y la edad, observando
mayor presencia de varones cuanta mas edad presentan. (p=0.009 en el test chi-cuadrado)

100,009
B0,00%
60,005
40,00%
20,00% g

0,003

0-20 affos Z1-44 arfox >45 arfos

®femenino  * masculino

Si analizamos la relacién entre el género de los pacientes y el VEB, se observa una mayor
presencia de VEB (diagnosticado mediante EBER) en hombres que en mujeres, cercana a ser
estadisticamente significativa (p=0.07 en test chi-cuadrado). Por las otras dos técnicas no
apreciamos diferencias significativas.

Infeccion por VEB (EBER)

Efemenine = masculing

> 4
’

negativo pasitive
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9.1.4. Distribucion del LHc por subtipo histologico

La mayor parte de los pacientes son del subtipo EN (60.4%), seguido por el subtipo CM
(26.4%).

Distribucién LHc por subtipo
histolégico

PL IF
DL

n 5%
e ]

Subtipo histolégico y edad

El subtipo EN es el mas frecuente en el grupo de 0-20 anos (15.63%) y en cambio en el
grupo de mayores de 45 afios el subtipo mas frecuente es CM (34.78%). Estas diferencias en
funcién de la edad son estadisticamente significativas (p=0.001 en el test exacto de Fisher)

100% |

900 [

80% | IF
T |

-

il PL
Em ¥ DL
30% | “EN
20% |

10%

“ -

0-20 arios Z1-44 arfios =45 arios

Subtipo histolégico y VEB

Hay una dependencia significativa entre el subtipo histolégico y el VEB (diagnosticado
mediante EBER). Los casos de LHc subtipo CM son mayoritariamente VEB positivos, mien-
tras que los casos LHc subtipo EN acostumbran a ser VEB negativos. (p=0.0001 en el test
exacto de Fisher).

Observamos idéntico resultado cuando estudiamos la presencia del VEB mediante LMP1,
aungque sin alcanzar la significacidon estadistica (p=0.09 en el test exacto de Fisher).

No observamos dependencia cuando lo estudiamos mediante DNA gp220.
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Infeccion VEB (EBER) segiin
subtipo histolégico

100%;
B0 |
G0 |
{ .
40% | negativa
: * positivo
20% |
H [
cM EN DL FL

Subtipo histolégico y VEB por grupos de edad

El grupo de 0-20 afios muestra la misma relacion entre el VEB y subtipo histolégico que el
grupo general. Esta relacidon es estadisticamente significativa tanto cuando determinamos
al VEB mediante EBER (p=0.027 en el test exacto de Fisher) como si lo hacemos mediante
LMP1 (p=0.035 en el test exacto de Fisher). También se observa una clara tendencia me-
diante gp220 (p=0.09 en el test exacto de Fisher).

En el grupo de pacientes de mayores de 45 afios se observa relacion entre subtipo CM y
el VEB Unicamente cuando lo determinamos mediante EBER. (Figura 20)

En el grupo de pacientes de 20-45 afos no se aprecian dependencias.

Infeccion por VEB [EBER) pacientes 0-20 afios

L i !
CM EN

“pusnin S pegainm

1533

Infeccidn por VEB (ERER) pacientes =45 afios

100
B
60%
40%
20F,
CM EN

* positive " negativo
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Figura 20: A. LHc subtipo CM. Presencia de células RS. B. Inmunotincion para CD15 en células neoplasicas
de LHc subtipo CM. C. Inmunotincién para CD30. intensa positividad de membrana y citoplasma en las cé-
lulas tumorales. D. Inmunoexpresién de Ki67-MIB1 de las células en ciclo celular. Se observa positividad en

células neoplasicas y en células del fondo.

9.1.5. Distribucion del LHc en funcion del estadio

No hay ningun tipo de dependencia entre la edad y el estadio de presentaciéon de la en-
fermedad. (p=0.96 en el test exacto de Fisher).

Estadio de presentacion del LHc

“Estadio |

“Estadio Il
* Estadio 111
®Estadio IV
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Estadio de presentacién y VEB

Hay una dependencia significativa entre el estadio y la presencia del VEB determinandolo
mediante DNA gp220, de forma que se observan mas casos de LHc VEB positivos en los pa-
cientes que se presentan en estadio IV. (p=0.001 en el test exacto de Fisher)

Infeccién por VEB (gp220) y estadio de
presentacion del cHL

100% —
80% B w3
60% ' y
40%
Sa : :

0%

Estadio 1 Estadio Il  Estadio Il Estadio [V

" positive " negativo

En cambio, si determinamos al VEB mediante EBER observamos que el VEB se asocia con
estadio |, y esta dependencia también es estadisticamente significativa. (p=0.0006 en el test
exacto de Fisher)

No se observa dependencia entre estadio y VEB si lo determinamos por LMP1 (Pearson’s
Chi cuadrado p=0.159)

Infeccion por VEB (EBER) y estadio de
presentaciéon del LHe

100%
B80%
60%
40%
20%

0% -

Estadio | Estadio Il  EstadioIll  Estadio IV

= positive  ® negativo

Relacién estadio y VEB por grupos de edad

En el grupo de pacientes de 0-20 afios observamos lo mismo que en el grupo general,
es decir, asociacion estadisticamente significativa entre VEB (diagnosticado mediante DNA
gp220) con estadio IV de presentacion (p=0.0037 en el test exacto de Fisher) y en cambio
asociacién con estadio | y en este caso también con estadio Il tanto si el diagnostico se rea-
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liza mediante EBER (p=0.044 en el test exacto de Fisher) como si se realiza mediante LMP1
(p=0.021 en el test exacto de Fisher).

Infecciéon VEB (gp220) en pacientes de 0-20 afios

=
-
e

Estadio | Estadioll  Estadiolll  Estadio IV

100%
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40%
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" positive ™ negativo

Infeccion por VEB (EBER) en pacientes 0-20 afios

100% -
B0%
60%
40%
20%

0% =
Estadio | Estadioll  Estadio lll  Estadio IV

“positive " negativo

Observamos la misma relacidn, también estadisticamente significativa, entre el VEB (de-
terminado mediante EBER) y estadio | y lll en el grupo de 21-44 afios (p=0.018 en el test
exacto de Fisher).

Infeccidn por VEB (EBER) en pacientes de 21-44 aifios

1009 -
80%
50%
40%
20%

Estadio | Estadio ]l  Estadio lll  Estadio IV

®positive  *® negativo
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No obstante, pese a la significacion estadistica observada, el pequeiio tamafo muestral
de cada grupo hace que estos datos deban ser interpretados con precaucién.

No se observan dependencias significativas entre estadio y el VEB en el grupo de pacien-
tes mayores de 45 anos por ninguna de las tres técnicas.

9.1.6. Distribucion del LHc en funcion de la respuesta al tratamiento

La gran mayoria de pacientes tienen respuesta del tipo remisién completa, mientras que
las otras cuatro categorias tienen unas frecuencias muy bajas. Esto hace que no se observen
diferencias significativas entre los tres grupos de edad (p=0.32 en el test exacto de Fisher)
ni tampoco en funcién de la presencia o no de infeccidn por el VEB (p=0.97 en el test exacto
de Fisher).
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9.1.7. Supervivencia segin edad

Para el andlisis de supervivencia disponemos de informacion de 85 de los 94 pacientes
(90% del total). Si estimamos la funcidén de supervivencia para cada grupo de edad median-
te el método de Kaplan-Meier, obtenemos las siguientes estimaciones de la probabilidad
de supervivencia para cada grupo, conjuntamente con sus intervalos de confianza al 95%:
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edad=0-20
survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
0.875 0.0724 0.744 1

edad=21-44
survival std.err Tower 95% CI upper 95% CI
0.733 0.0827 0.588 0.914

edad=45+
survival std.err lower 95% CI upper 95% CI
0.779 0.0989 0.607 0.999

Es decir, las estimaciones son que el 87.5% 1C(74.4%, 100%) del grupo 0-20 afios sobrevi-
ve; el 73.3% 1C(58.8%, 91.4%) del grupo 21-44 aiios sobrevive; y el 77.9% 1C(60.7%, 99.9%)
del grupo de mayores de 45 afios sobrevive.

Las estimaciones de las curvas de supervivencia para cada grupo:

Supervivencia global segun grupo de edad
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A continuacion realizamos el test log-rank para analizar si la supervivencia es la misma en
los tres grupos de edad:

n=85, 9 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
edad=0-20 32 3 5.78 1.338 2.1892
edad=21-44 33 8 5.50 1.131 1.8025
edad=45+ 20 4 3.71 0.022 0.0295

Chisg= 2.5 on 2 degrees of freedom, p= 0.286
Con estos resultados, no podemos considerar que haya diferencias significativas en la
supervivencia de los tres grupos (p=0.286 en el test log-rank).

Realizamos también el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox sobre los
grupos de edad (tomando el grupo 0-20 aios como la referencia):

n= 85, number of events= 15
(9 observations deleted due to missingness)

106



INFECCION POR EL VEB EN PACIENTES PEDIATRICOS Y ADULTOS AFECTOS DE LH

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)
edad21-44 1.029 2.797 0.677 1.52 0.13
edad45+ 0.725 2.065 0.765 0.95 0.34

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
edad21-44 2.80 0.357 0.742 10.55
edad45+ 2.07 0.484 0.462 9.24

Cconcordance= 0.619 (se = 0.073 )

Rsquare= 0.03 (max possible= 0.774 )
Likelihood ratio test= 2.63 on 2 df, p=0.269
wald test = 2.31 on 2 df, p=0.315

score (logrank) test = 2.48 on 2 df, p=0.289

Los grupos de edad 21-44 afios y mayores de 45 anos tienen un riesgo superior a la refe-
rencia 0-20 afios (HR=2.80 y HR=2.07, respectivamente, donde HR es el Hazard Ratio), pero
ninguno de los dos es significativo (p=0.13 y p=0.34, respectivamente).

9.1.8. Supervivencia en funcion del VEB

A continuacion comparamos la supervivencia entre los tres grupos de edad en funcidn
del VEB mediante el test log-rank. Si encontramos diferencias significativas realizamos tam-
bién el modelo de riesgos proporcionales de Cox y recogemos los datos en un grafico de
comparacion de las curvas de supervivencia.

Determinacién VEB mediante DNA gp220

No podemos considerar que haya diferencias significativas de la supervivencia en funcion
de la presencia del VEB (p=0.76 en el test log-rank).

Aplicando el modelo de Cox observamos que los pacientes con VEB positivo tienen
un riesgo menor (HR=0.79) que los que lo tienen negativo, pero no es nada significativo
(p=0.76).
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Determinacién del VEB mediante EBER

Tampoco hay diferencias significativas en la supervivencia en funcién del VEB cuando lo
determinamos mediante EBER. (p=0.34 en el test log-rank)

Cuando aplicamos el modelo de Cox observamos que los pacientes VEB positivo tienen
un riesgo menor (HR=0.53) que los que lo tienen negativo, pero no es significativo (p=0.35).
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Determinacién del VEB mediante LMP1

Tampoco observamos diferencias significativas de la supervivencia en funcién del VEB
cuando lo determinamos mediante LMP1 (p=0.35 test log-rank).

Si de nuevo aplicamos el modelo de Cox observamos que los pacientes VEB positivo
tienen un riesgo menor (HR=0.56) que los que lo tienen negativo, pero no es significativo
(p=0.36).
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En resumen, con las tres técnicas se aprecia una leve tendencia a que la presencia del
VEB se correlaciona con una mejor supervivencia, pero en ningun caso se alcanzan diferen-
cias estadisticamente significativas.

9.2. PARTE Il: RESULTADOS DE CICLO CELULAR Y APOPTOSIS

9.2.1. Proteinas de ciclo celular y apoptosis

9.2.1.1. Ciclina D1

e Ciclina D1 es positiva en el 53,6% de los pacientes (n=69)

e Existe una dependencia estadisticamente significativa muy importante entre la edad
y ciclina D1. En el grupo de 0-20 aios el 100% de los pacientes son ciclina D1 nega-
tivos, en cambio en el grupo de mayores de 45 anos el 94% son ciclina D1 positivos.
(p=0.000000013% en el test exacto de Fisher)

e También observamos una correlacion negativa estadisticamente significativa entre
ciclina D1 y VEB (determinado mediante PCR DNAgp220). Asi, cuando el VEB es po-
sitivo es mas frecuente que ciclina D1 sea negativa (71.4%) que cuando el VEB es
negativo (ciclina D1 negativa 36,5%) (p=0.03 en el test exacto de Fisher).

e No observamos esa dependencia en el grupo global cuando el VEB es diagnosticado
mediante las otras 2 técnicas ni tampoco cuando estudiamos la relacién entre el VEB
y ciclina D1 en cada grupo de edad.

Ciclina D1

Ciclina D1 " pomithee  ® negativo

‘IR e
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9.2.1.2. Ciclina E

e Ciclina E es positiva en 81.9% de los pacientes (n=72)

e Pese a estar sobreexpresada en la mayoria de los pacientes, el grupo de 21-45 afios
presenta una expresion algo menor. Esta diferencia no es estadisticamente significa-
tiva. (p=0.26 en el test exacto de Fisher).

e No existe relacion en el grupo global entre ciclina E y el VEB determinandolo por nin-
guna de las 3 técnicas.

e En el grupo de 0-20 afios observamos una tendencia a la dependencia positiva entre
ciclina E y el VEB determinado por EBER. Asi, ciclina E es mds frecuentemente posi-
tiva cuando el VEB es positivo (100%) que cuando es negativo (74,2% de los casos)
(p=0.11 en el test exacto de Fisher). No existe relacién entre el VEB y ciclina E en los
otros dos grupos de edad.
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9.2.1.3. Ciclina A

e Ciclina A es positiva en el 80.3% de los pacientes (n=71) (Figura 21)

e Aligual que ocurre con ciclina E, se observa una tendencia que tampoco alcanza signi-
ficacién estadistica a mayor positividad cuanta mayor edad (p=0.16 en el test exacto
de Fisher).

* No se observa dependencia entre ciclina Ay el VEB en el grupo global de pacientes
mediante ninguna de las tres técnicas diagndsticas.

e Enelgrupo de 0-20 afios, al igual que ocurria con ciclina E, de nuevo se observa aso-
ciacién positiva entre ciclina A y VEB (diagnosticado mediante EBER). Asi, cuando el
VEB es positivo es mas frecuente que ciclina A sea positiva (100%) que cuando VEB
es negativo (ciclina A positiva 60% de los casos). Esta asociacién es estadisticamente
significativa (p=0.05 en el test exacto de Fisher). Se observa una tendencia en el mis-
mo sentido en el mismo grupo cuando el diagnostico de infeccién por el VEB lo rea-
lizamos mediante LMP1 (p=0.12 en el test exacto de Fisher). No existe dependencia
entre Ciclina Ay el VEB en los otros dos grupos de pacientes
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9.2.1.4. Ciclina B1

e Ciclina B1 es positiva en el 79.2% de los pacientes (n=72) (Figura 21)

e Aligual que ocurre con ciclina E y ciclina A, existe una tendencia a mayor positividad
en los pacientes mayores de 45 afios, que no alcanza significacién estadistica. (p=0.18
en el test exacto de Fisher).

e No se observa relacidn entre ciclina B1 y VEB por ninguna de las tres técnicas en el
grupo global de pacientes.

e Enelgrupode pacientes de 0-20 afios de nuevo se observa una tendencia a la asocia-
ciéon positiva entre ciclina B1 y el VEB (determinado mediante LMP1) que no alcanza
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significacién estadistica. Asi, cuando el VEB es positivo es mas frecuente que ciclina
B1 sea positiva (100%) que cuando es negativo (ciclina B1 positiva en 66% de los
casos). (p=0.13 en el test exacto de Fisher). No existe dependencia en los otros dos
grupos de pacientes. (Figura 21)

Ciclina B1 Ciclina B1

* pesitiva * pegatno "posiitve = negative

Figura 21: A. Inmunotincién para ciclina A. Distribucion de células en fase de sintesis de ADN en una mues-
tra de LHc. B. Inmunotincidn ciclina A. Intensa expresion nuclear en las células tumorales de un LHc. C.
Inmunotincidn para la ciclina B1. Se observa positividad citoplasmatica en las células de fase G2 del ciclo
celular.
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9.2.1.5. P16

e P16 es positivo en el 77.6% de los pacientes estudiados (n=67)

e Se observa una clara tendencia a mayor frecuencia de casos p16 positivos en el grupo
de mayores de 45 afios, cercana a conseguir la significacion estadistica. (p=0.082 en
el test exacto de Fisher)

e Se observa una importante tendencia a la correlacidon negativa entre p16 y el VEB
(determinado mediante PCR DNA gp220) en el grupo global, que casi es estadistica-
mente significativa. Asi, vemos que cuando el VEB es positivo es mas frecuente que
p1l6 sea negativa (46,1%) que cuando VEB es negativo (en este caso, p16 negativa en
17,6% de los casos). (p=0.06 en el test exacto de Fisher)

e Estatendencia no se observa por las otras técnicas ni tampoco al estudiar cada grupo
de edad de forma individual.
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9.2.1.6. P21

e P21 es positivo en el 40.3% de los pacientes estudiados (n:72) (Figura 22)

e Observamos una dependencia estadisticamente significativa entre la edad y p21,
siendo positiva en muchos mas casos en el grupo de pacientes pediatrico que en los
otros dos grupos (p=0.0008 en el test de Chi-cuadrado).

e Se observa una correlacion negativa muy significativa entre p21y el VEB determinado
por LMP1 en el grupo global. En los casos en los que VEB es positivo es mas frecuente
observar p21 negativo (82.1%) que cuando el VEB es negativo (p21 negativo: 40.4%).
(p=0.0005 en el test exacto de Fisher). Esta dependencia no se observa cuando el VEB
se determina por DNA gp220 o por EBER.

e Cuando estudiamos la relacidon entre p21y VEB por grupos de edad, vemos la misma
asociacion negativa en el grupo de mayores de 45 afios, es decir, cuando VEB (deter-
minado mediante LMP) es positivo es mas frecuente observar p21 negativo (100%)
que cuando VEB es negativo (p21negativo 25%) (p=0.0016 en test exacto de Fisher).
No observamos esta relacidn en los otros dos grupos de edad.
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9.2.1.7. P27

e p27 es positivo en el 16.9% de los pacientes estudiados (n=71) (Figura 22)

¢ No se observan dependencia entre p27 y edad

e Observamos correlacidén positiva estadisticamente significativa entre VEB (deter-
minado por PCR DNAgp220) y p27 en el grupo global. Cuando VEB es positivo es
mas frecuente que p27 sea positivo (38.4%) que cuando el VEB es negativo (10.9%).
(p=0.0286 en el test exacto de Fisher). No observamos esta dependencia si estudia-
mos al VEB por EBER o LMP1.

¢ No observamos dependencia entre VEB y p27 cuando estudiamos individualmente
cada grupo de edad. (Figura 22)

p27

Figura 22: A. Inmunotincién para p16. Se observa intensa positividad nuclear en una célula HRS y en linfo-
citos de fondo. B. Inmunotincion para p27. Negatividad en las células neoplasicas. Presencia de ocasional
célula reactiva con débil positividad nuclear
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9.2.1.8. p53

e P53 es positivo en el 19.1% de los pacientes estudiados (n=68)

* No se observa diferencias por grupos de edad.

¢ No se observa dependencia entre p53 y el VEB en el conjunto global de los pacientes
ni tampoco estudiando de forma individual cada franja de edad.

p53

9.2.1.9. BCL-2

e Bcl-2 es positivo en el 20.8% de los pacientes estudiados (n=72)

¢ No se observan diferencias entre los tres grupos de edad.

¢ No hay concordancia entre bcl-2 y el VEB por ninguna de las tres técnicas en el grupo
global. Tampoco la observamos si estudiamos la relacion entre bcl-2 y el VEB en cada
grupo de edad de forma individualizada.
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9.2.1.10. BCL-XL

e Bcl-xl es positivo en el 54.8% de los pacientes estudiados (n=73)

e Existe una dependencia muy significativa entre edad y bcl-xl, observdndose que bcl-
x| es negativo con gran frecuencia en el grupo de 0-20 anos. (p=0.0000008 en el test
exacto de Fisher).

e También se observa asociacidén positiva que casi alcanza la significacion estadistica
entre bcl-xly el VEB en el grupo global (VEB determinado mediante LMP-1). Asi, cuan-
do el VEB es positivo es mas frecuente que bcl-xl sea positivo (67.7%) que cuando el
VEB es negativo (en ese caso bcl-xl positivo en 44.7% de los casos). (p=0.06 en el test
exacto de Fisher).

e Cuando estudiamos la relacion entre bcl-xl y el VEB en cada grupo de edad, observa-
mos en el grupo de 0-20 afos de nuevo una tendencia a la misma asociacion positiva
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referida anteriormente, es decir, cuando VEB es positivo es mas frecuente que bcl-xI
sea positivo (33.3%) que cuando el VEB es negativo (en ese caso bcl-x| positivo en
6.2% de los casos, determinado por PCR DNAgp220) (p=0.116 en el test exacto de
Fisher). No observamos esa dependencia con las otras técnicas diagndsticas ni en los
otros grupos de edad.

becl-x1
bel-x1 “pomiive * negatin
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9.2.1.11. Bax

e Bax es positivo en el 63.2% de los pacientes estudiados (n=68)

e Se observa tendencia a una mayor positividad en el grupo de 0-20 afios, que proba-
blemente no alcance significacidén estadistica debido al tamafio muestral (p=0.12 en
el test exacto de Fisher)

e No se observa dependencia entre el VEB y bax en nuestra muestra.

¢ Se observa una tendencia a la asociacién negativa entre VEB (determinado mediante
PCR DNA gp220) y bax en el grupo de 0-20 aios. Asi, cuando el VEB es positivo es
mas frecuente que bax sea negativo (44.4%) que cuando es negativo (bax negativo en
8,3% de los casos). (p=0.12 en el test exacto de Fisher). No se observan dependencias
cuando se determina el VEB por las otras técnicas diagndsticas ni tampoco cuando se
estudia en los otros 2 grupos de pacientes.

bax bax
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9.2.2. Relaciones entre proteinas de ciclo celular y apoptosis

9.2.2.1. Relacién ciclina E y p27

Comprobamos si hay dependencia entre ciclina Ey p27, es decir, si la sobreexpresion
de ciclina E se correlaciona con baja expresion de p27.

Si bien es cierto que dentro de los pacientes con Ciclina E positiva hay mayor por-
centaje de p27 negativos (87.27%) que en los de Ciclina E negativos (69.23%), lo que
equivale a un Odds Ratio de 0.335, las diferencias no llegan a ser significativas (p=0.20
en el test exacto de Fisher). Hipotéticamente con un mayor tamano muestral las dife-
rencias podrian llegar a ser significativas.

Si estudiamos de nuevo esta relacion en funcién de la positividad o no del VEB, ob-
servamos que esa tendencia a la correlacidon negativa es importante cuando el VEB
es positivo, aunque no alcanza a ser estadisticamente significativa, y en cambio no
se aprecia tendencia en los casos VEB negativos (determinado mediante PCR DNA
gp220). Observamos dentro de los LHc VEB positivos que hay mayor porcentaje de
p27 negativo en los que tienen ciclina E positiva (72.73%) que en los que tienen cicli-
na E negativa (0%), pero posiblemente debido al escaso tamafio muestral las diferen-
cias tampoco llegan a ser significativas (p=0.13).

Es decir, esa relacion negativa entre ciclina Ey p27 es mas intensa en el grupo de pa-
cientes VEB positivos que en el grupo global, y mucho mas intensa que en los casos
VEB negativos, en los cuales no existe tendencia a la asociacion.

Si analizamos la relacidén entre ciclina E y p27 en cada grupo de edad, observamos
que en el grupo de 0 a 20 afos hay una relacién negativa mas fuerte entre ciclinaEy
p27 (OR=0.141), que estd cerca de poder considerarse significativa (p=0.079).

No se observan relaciones entre ciclina E y p27 en los otros dos grupos

9.2.2.2. Relacién ciclina Ay p27

Comprobamos si la sobreexpresion de Ciclina A se correlaciona con baja expresion de
p27. Efectivamente se observa una tendencia a relacidon negativa entre ambas, dado
qgue dentro de los pacientes con Ciclina A positiva hay mayor porcentaje de p27 nega-
tivos (86.80%) que en los de Ciclina A negativos (64.29%), lo que equivale a un Odds
Ratio de 0.281, pero de nuevo las diferencias no llegan a ser significativas (p=0.11 en
el test exacto de Fisher).

Si estudiamos la relacidon entre ciclina Ay p27 en funcién del VEB, podemos ver que
cuando lo determinamos mediante LMP1 la relacion inversa que hemos observado
anteriormente es mas importante cuando el VEB es negativo (p=0.13) que cuando es
positivo (p=1), aunque no se alcance significacidon estadistica. No se observa relacién
mediante las otras 2 técnicas.

Dentro del grupo de edad de 0-20 aios esa relacion negativa es estadisticamente sig-
nificativa. Asi, en los pacientes con Ciclina A positiva hay mayor porcentaje de p27 ne-
gativos (87.5%) que en los de Ciclina A negativos (42.86%), lo que equivale a un Odds
Ratio de 0.122. (p=0.045 en el test exacto de Fisher). No se observan dependencias
en los otros dos grupos de edad.
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9.2.2.3. Relacién ciclina B1 y p27

Comprobamos si la sobreexpresién de Ciclina B1 se correlaciona con baja expresion
de p27, pero no existe dependencia significativa entre ellas (p=0.243 en el test exacto
de Fisher)

Cuando estudiamos la influencia del VEB en la relacién entre estas proteinas compro-
bamos que la relaciéon inversa es mas evidente cuando el VEB es positivo (determina-
do mediante PCR DNAgp220): en los casos VEB positivo, p27 es mas frecuentemente
negativa cuando ciclina B1 es positiva (70%) que cuando ciclina B1 negativa (0%), y
al revés, p27 es mas frecuentemente positiva cuando ciclina B1 es negativa (100%)
que cuando ciclina B1 positiva (30%). Esta posible influencia, no obstante, tampoco
alcanza significacion estadistica (p=0.152 en el test exacto de Fisher). No se observa
influencia del VEB en esta relacion mediante las otras 2 técnicas diagnosticas.
Tampoco se aprecia dependencia significativa si estudiamos la relacién de forma in-
dividualizada en cada uno de los 3 grupos de edad.

9.2.2.4. Relacién ciclina A y p53

Estudiamos la relacion entre ciclina A y p53. Si bien es cierto que dentro de los pa-
cientes con Ciclina A positiva hay mayor porcentaje de p53 negativos (82.69%) que
en los de Ciclina A negativos (66.67%), lo que equivale a un Odds Ratio de 0.425, las
diferencias no llegan a ser significativas (p=0.24 en el test exacto de Fisher).

Cuando estudiamos la influencia del VEB en la relacién entre ciclina A y p53 existe
una clara tendencia a que el VEB podria influir en la relacion inversa entre ambas pro-
teinas. Asi, en el grupo de pacientes VEB (gp220) negativos, dentro de los pacientes
con Ciclina A positiva hay mayor porcentaje de p53 negativos (82.93%) que en los de
Ciclina A negativos (55.56%), lo que equivale a un Odds Ratio de 0.266, y estas dife-
rencias se acercan a la significacion estadistica (p=0.093 en el test exacto de Fisher).
En cambio no existe relacion cuando el VEB es positivo. Es decir, esa relacidn inversa
se acerca a la significacidn estadistica Unicamente cuando el VEB es negativo. No ob-
servamos influencia del VEB en esta relacidon cuando lo determinamos mediante las
otras 2 técnicas.

Cuando estudiamos la relacidn entre estas dos proteinas por grupos de edad, pode-
mos apreciar que en el grupo de 21 a 44 aios la relacion inversa es mas importante:
dentro de los pacientes con Ciclina A positiva hay mayor porcentaje de p53 negativos
(84.21%) que en los de Ciclina A negativos (40.00%), lo que equivale a un Odds Ratio
de 0.141, y en este caso las diferencias estdn muy cercanas a ser estadisticamente
significativas (p=0.079 en el test exacto de Fisher). En los otros dos grupos de edad
no existen diferencias significativas.

9.2.2.5. Relacién ciclina B1 y p53

Comprobamos si la sobreexpresion de ciclina B1 correlaciona con baja expresion de
p53, y aunque se aprecia una tendencia en este sentido este resultado tampoco con-
sigue significacidn estadistica. (p=0.20 en el test exacto de Fisher)
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Si analizamos la relacidn entre estas dos variables en funcion de la positividad o nega-
tividad del VEB, vemos que cuando el VEB (gp220) es negativo esta relaciéon tiene una
p=0.19, y en cambio cuando VEB es positivo la p=1 en el test exacto de Fisher. Esto
nos podria sugerir que esa correlaciéon negativa Unicamente ocurre cuando el VEB
es negativo, pero dadas las limitaciones debidas al tamafio muestral no podemos
extraer conclusiones en este sentido. No apreciamos influencia del VEB sobre esta
relacién cuando lo determinamos mediante las otras 2 técnicas.

Si estudiamos la relacidn entre estas proteinas de forma individual en cada uno de
los tres grupos de edad, observamos que la relacion inversa es mas importante y casi
significativa en el grupo de 21-44 afios: dentro de los pacientes con Ciclina B1 positiva
hay mayor porcentaje de p53 negativos (88.89%) que en los de Ciclina B1 negativos
(50%), lo que equivale a un Odds Ratio de 0.266, y de nuevo las diferencias estadn
cerca de ser estadisticamente significativas (p=0.093 en el test exacto de Fisher). No
detectamos ningun hallazgo relevante en el grupo de 0-20 afios ni tampoco en el de
mayores de 45 ainos.

9.2.2.6. Relacién ciclina D1y p16

Cuando analizamos la relacién entre ciclina D1y p16, observamos que cuando ciclina
D1 es positiva, hay mucha mas frecuencia de p16 positiva (97.06%) que cuando ciclina
D1 es negativa (56.67%), y esta diferencia es estadisticamente significativa (OR=24.1,
p=0.00012 en el estadistico exacto de Fisher)

Estudiando la relacidén entre estas 2 variables en funcion del VEB, observamos que
esa asociacion positiva se mantiene en el grupo de LHc VEB negativo (determinado
por DNA gp220) y en cambio no en los pacientes VEB positivos: en los casos LHc VEB
negativo observamos que cuando ciclina D1 es positiva hay mucha mas frecuencia de
p16 positiva (96.77%) que cuando ciclina D1 es negativa (58.82%). Estas diferencias
son estadisticamente significativas (p=0.0017 en el estadistico exacto de Fisher). No
apreciamos influencia del VEB sobre la relacién entre esas 2 proteinas cuando lo de-
terminamos mediante las otras 2 técnicas.

Por ultimo, estudiamos la relacidon entre ciclina D1y p16 de forma individualizada en
cada grupo de edad. De nuevo al igual que en los dos casos anteriores, la correlacién
positiva es mas intensa en el grupo de 21-44 anos: cuando ciclina D1 es positiva,
hay mucha mas frecuencia de p16 positiva (100%) que cuando ciclina D1 es negativa
(16.67%). p=0.00018 en el estadistico exacto de Fisher. En los otros dos grupos no se
encuentran resultados relevantes.

9.2.2.7. Relacién p53 y bcl2

Existe una tendencia a correlaciéon positiva entre estas proteinas. Cuando p53 es po-
sitivo es mas frecuente que bcl2 sea positivo (38.4%) que cuando p53 es negativo
(16.6%). Estos resultados, aunque se acercan, no consiguen significacidon estadistica
(p=0.125 por test exacto de Fisher).

Esa asociacion parece ser algo mds importante en ausencia de VEB que cuando estd
presente. Asi, observamos una tendencia a asociacién positiva entre estas 2 protei-
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nas cuando el VEB es negativo (tanto si lo determinamos mediante EBER como me-
diante LMP1, p=0.12 en el test exacto de Fisher en ambos casos) que en cambio no
existe cuando el VEB es positivo (p=0.49 en el test exacto de Fisher).

e Por ultimo, analizamos que ocurre entre la relacion entre estas dos proteinas de for-
ma individualizada en cada grupo de edad. Observamos que en el grupo de 21-44
afos, la relaciéon citada es mucho mas evidente y consigue significacion estadistica.
Asi, cuando p53 es positiva, hay mucha mas frecuencia de bcl2 positiva (66.67%) que
cuando p53 es negativa (5%). (p=0.0047 en el estadistico exacto de Fisher). En los
otros dos grupos no se obtienen datos con potencia estadistica significativa.

9.2.2.8. Relacién p53 y bax

No observamos ninguna correlacion entre p53 y bax, ni en el grupo general, ni en funcion
de la presencia o no del VEB, ni tampoco estudiando la relacién entre estas proteinas de
forma individual en cada grupo de edad.

9.2.3. Analisis de supervivencia en funcion de proteinas de ciclo celular
y de la apoptosis

Analizamos la supervivencia de los pacientes afectos de LHc en funcidn de la expresion
de las diferentes proteinas de ciclo celular y de apoptosis estudiadas.

Para la comparaciéon de la supervivencia entre diferentes grupos aplicamos el test log-
rank y el modelo de riesgos proporcionales de Cox.

No encontramos influencia sobre la supervivencia de ninguna de las siguientes protei-
nas: ciclina E, ciclina A, ciclina B1, p16, p21, p27, p53 y bax.

Encontramos una interesante tendencia a influencia sobre la supervivencia de los pa-
cientes de las proteinas ciclina D1, bcl2 y bcl-xl, que mostramos a continuacion.

Supervivencia y Ciclina D1

Aplicamos el test log-rank que muestra diferencias de la supervivencia en funcion de p21
considerables pero no del todo significativas (p=0.086). Por lo tanto procedemos también a
la realizacion del modelo de Cox. En este caso observamos que los pacientes con ciclina D1
positiva tienen un riesgo de muerte mayor (HR=2.96), pero no llega a alcanzar significacion
estadistica (p=0.10)

Supervivencia global segtn ciclina D1
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Supervivencia y bcl-2

Aplicamos el test log-rank que de nuevo muestra diferencias considerables de la supervi-
vencia en funcidn de bcl-2 pero no del todo significativas (p=0.08). Por lo tanto procedemos
también a la realizacién del modelo de Cox. Los pacientes con bcl-2 positiva tienen un riesgo
de muerte mayor (HR=2.78), que es cercano a alcanzar la significacion estadistica (p=0.09)
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Supervivencia y bcl-xl

En este caso también apreciamos diferencias considerables de la superviven-
cia en funcion de bcl-xl al aplicar el test log-rank que tampoco son del todo significa-
tivas (p=0.08). Por lo tanto procedemos también a la realizacion del modelo de Cox.
Los pacientes con bcl-xl positiva tienen un riesgo de muerte mayor (HR=3.54) que los que la
tienen negativa, pero no llega a ser significativo (p=0.11).
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10. DISCUSION







10.1. Analisis metodolagico: poblacion de estudio

Nuestro grupo de pacientes presenta un primer pico de incidencia de LHc entre los 15-35
afos y un segundo pico a partir de los 50 anos. Esta distribucién corresponde exactamente
a la que se considera patrén lll, o propia de paises desarrollados segun definieron clasica-
mente Correa y O’Conor.[67]

Consideramos que nuestra muestra, pese a no tratarse de un estudio poblacional, puede
considerarse representativa de la poblacidn general y que no presenta sesgo importante de
distribucién. Por lo tanto consideramos que es una muestra valida para establecer compa-
raciones entre los diferentes grupos de edad.

Debemos destacar que dentro del grupo de 0-10 afios existen siete pacientes pero todos
ellos entre 0 y 5 afios, y ninguno entre 5y 10 afios. De todos los trabajos revisados, Unica-
mente hemos detectado un trabajo que especifica como se distribuyen los casos entre 0y
15 afios, y curiosamente habia muy pocos casos entre 0 y 4 afios y los casos aumentan a
partir de los 5 afos. [246]

En nuestro grupo de pacientes pediatricos todos los pacientes excepto uno eran de ori-
gen caucasico y nivel social medio, por lo que en principio no podriamos atribuirlo a una
temprana exposicién a agentes infecciosos como ocurre en los paises en vias de desarrollo

10.2. Analisis metodolagico: técnicas de diagnostico de la
infeccion por el VEB

Al revisar la literatura observamos una gran variabilidad en las técnicas diagndsticas utiliza-
das. Cada trabajo se realiza con alguna de las 2 técnicas, LMP1 o EBER, son escasos los trabajos
que utilizan ambas técnicas y muy escasos los que realizan PCR para estudio de DNA. [233]

También existen discrepancias en cuanto a la concordancia diagndstica de ambas téc-
nicas. Algunos trabajos refieren que en sus series, tras revision exhaustiva de los casos, la
concordancia entre el diagndstico mediante EBER o LMP1 es practicamente del 100%. Pero
como vimos, otros trabajos aceptan que la concordancia puede ser entre buena y muy bue-
na, pero no del 100%. [58, 232, 235]

En nuestro trabajo utilizamos las tres técnicas diagndsticas. Para la determinacion de
ADN del VEB mediante PCR utilizamos primers o cebadores especificos de la regién BamHI-L
que codifica para la proteina gp220 de la capside del VEB. Otros trabajos estudian diferentes
regiones del genoma de VEB: BamHI-W, BamHI-K, Bam HI-A, Bam HI-Q, etc.

En nuestros resultados observamos, de forma inesperada, que la sensibilidad de la téc-
nica de PCR-DNA es claramente inferior a las otras dos técnicas en los adultos, siendo en
cambio de similar sensibilidad en el grupo de pacientes pediatricos.
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El hecho de que los diferentes trabajos existentes analicen diferentes regiones gené-
micas dificulta la comparacidn de resultados. La explicacion mas légica en nuestro caso,
es la inferior sensibilidad de la regidn (o primers) utilizada. Existen escasos trabajos en la
literatura que utilicen la regidn gendmica seleccionada por nosotros para el estudio de
LHc, por lo que debemos analizar otras causas que expliquen los posibles falsos negativos.

Una de ellas seria problemas relacionados con la muestra: en ocasiones los tejidos
pueden presentar inhibidores, o restos de parafina que no se hayan eliminado correcta-
mente, y que interfieran en la reaccion de PCR. Las muestras procesadas no presentaban
parafina; no obstante, no se incluyo un control interno por lo que no se puede excluir que
los inhibidores jugasen algun papel. Otros motivos podrian ser que en el corte de biopsia
estudiado efectivamente no estuviese el VEB, y otra limitacién podria ser debida al limite
de deteccién del producto amplificado que al realizarse por electroforesis en gel es de
10*3 copias/ml.

Ante la sorprendente buena rentabilidad diagndstica de la PCR gp 220 en los pacien-
tes pediatricos pueden plantearse algunas respuestas. Dado el tamafio muestral de los
grupos, no puede descartarse que las muestras pedidatricas simplemente incluyesen mas
contenido tumoral, o estuviesen mejor preparadas. Una explicacién no obstante mas in-
teresante seria la siguiente: el LHc en nifios tiene una relacién mds cercana en el tiempo
con la mononucleosis infecciosa. En este caso podemos pensar que la carga virica en el
tejido tumoral seria mayor, y por este motivo la técnica tendria una mayor sensibilidad de
deteccion del VEB. El antecedente de mononucleosis infecciosa no se pudo establecer de
forma consistente con los datos disponibles en los historiales médicos de los pacientes,
por lo que esta teoria no se puede demostrar.

10.3. Analisis de aspectos epidemiolodgicos

Infeccion por el VEB: tasa de infeccion global y por grupos de edad

La presencia del VEB en las muestras de nuestros pacientes fue del 37.8% cuando se
determind por EBER y del 47% cuando se estudié mediante LMP1. Cuando se determina
por técnicas de PCR para deteccidon del DNA del VEB (gp220) los casos positivos son Uni-
camente un 17.9%.

Estos datos concuerdan absolutamente con los recogidos por otras series en paises
desarrollados, con deteccion del VEB en el 26-59% de los pacientes (diagnosticados me-
diante HIS-EBER) y entre el 26-54% (diagnostico mediante IH-LMP1), resultados como
podemos ver muy similares. [75]

El VEB en el LHc se asocia en nuestro trabajo especialmente con el grupo de pacientes
mayores de 45 anos, donde lo observamos entre el 61% (HIS-EBER)y el 72% (IH-LMP1) de
los pacientes, y en segundo lugar lo observamos en el grupo de pacientes de 0-21 afios,
observandose infeccidén por VEB entre el 33% (IH-LMP1) y el 39% de los casos (HIS-EBER).

Un primer aspecto a remarcar es la elevada presencia del VEB en los casos de LHc pe-
diatricos, especialmente importante en los pacientes de 0-10 afos, al igual que ocurre
como ya describimos en el trabajo de la Dra. De Matteo realizado en Buenos Aires. [249]
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En nuestro trabajo obtenemos una positividad del VEB en el 63-81% de estos pacientes,
cifras muy similares a las suyas, pese a que en nuestro medio se considera que la primoin-
feccion por el VEB ocurre de forma mas tardia que en Argentina.

En segundo lugar podemos estudiar qué ocurre con los resultados que nos aportan las
diferentes técnicas. Observamos una alta concordancia entre EBER y LMP1 en los pacientes
pedidtricos y en los mayores de 45 afios. Si revisamos trabajos que realicen ambas técnicas
diagnosticas podemos observar por ejemplo que el trabajo de Jarret et al. muestra cifras
muy similares a las nuestras, con un 22.8% de infeccion por VEB en adultos jovenes y un
51.8% en pacientes de edad avanzada. [235]. Keegan et al, en su estudio poblacional, en
este caso incluyendo también poblacién pediatrica, refieren un 44% de casos LHc VEB posi-
tivos entre 0-14 afios, 19% entre 15 y 44 aifos y un 41% en pacientes mayores de 45 anos.
[57] Armstrong et al. refieren valores muy similares a los de nuestro trabajo. [69]

Asi pues, nuestros valores son muy similares a los que se observan en los estudios reali-
zados en Reino Unido y USA.

En el grupo de 21-44 ainos observamos una diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a la infeccidn por el VEB en funcidn de la técnica diagndstica, puesto que vemos un
21% de casos positivos por HIS-EBER y un 46% por IH-LMP1. No hay ningun trabajo que haga
mencion explicita de esta diferente capacidad diagnostica de ambas pruebas en este grupo
concreto de pacientes y no disponemos de una explicaciéon al respecto, aunque debido al
pequeno tamafio muestral esa diferencia significativa debe interpretarse con precaucion.

Cuando estudiamos al VEB mediante PCR-DNA gp220 observamos que existe una clara
asociacién entre VEB y el grupo de 0-20 afios, que es positivo en el 31% de los casos, siendo
solo positivo en el 6.6% de los casos en los pacientes de 21-44 afos y en el 15.7% de los
casos de pacientes >45 afios. La interpretacion de estos datos es dificil por los motivos ex-
plicados en puntos anteriores.

Por ultimo, las pruebas de concordancia estadistica mostraron una moderada concordan-
cia entre EBER y LMP1, y baja concordancia entre gp220 y cualquiera de las otras 2 técnicas.
Existe una baja concordancia en el grupo de 21-44 afios, que hace que la concordancia glo-
bal sea moderada, puesto que tanto en el grupo de 0-20 afios como en el de mayores de 45
afos la concordancia es alta. El Unico trabajo existente que estudia la concordancia entre
estas pruebas obtiene mejores cifras de concordancia que las que obtenemos nosotros,
aungue esto podria ser debido a que el numero de casos evaluados es mayor, a la diferente
metodologia utilizada, etc. [59]

Consideramos que esta metodologia estadistica deberia aplicarse a los estudios que se
desarrollen en el futuro para garantizar la calidad y fiabilidad de los mismos.

Distribucion del LHc por sexo

En nuestra muestra, un 61.7% de los pacientes afectos de LHc son de sexo masculino y un
38.3% son de sexo femenino. Esto refleja la incidencia que refiere la literatura. Observamos
ademas en nuestro trabajo que este predominio en el sexo masculino es mas acentuado
cuanto mayores son los pacientes (44% en 0-20aios, 63% en 21-44 afios y 83% en mayores
de 45aios). Esto podria sugerir que existan factores que predispongan a un mayor grado de
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inmunosupresion en varones de edad avanzada que en mujeres. No obstante, algun trabajo
refiere incidencias algo diferentes de las nuestras, y nuestro pequeno tamafio muestral nos
impide extraer conclusiones en este aspecto. [305]

Se observa también una tendencia a la asociacidn entre el VEB y pacientes de sexo mas-
culino, que estd muy cerca de alcanzar la significacidn estadistica (p=0.07), siendo VEB po-
sitivos un 46.5% de los pacientes varones y Unicamente un 25% de las mujeres. Estos datos
son practicamente idénticos a los que Glaser et al reflejaron en su revisidon epidemioldgica
internacional en la que analizaron 1546 pacientes de 14 estudios diferentes, observando
que el 47,7% de los pacientes varones era VEB positivo frente al 29,2% de los casos de LHc
en pacientes de sexo femenino. [257]

Distribucion de LHc por subtipo histoldgico

Es conocido que la distribucion del LHc en subtipos histoldgicos varia en funcion del nivel
socioecondmico, del origen étnico etc. [257]

La distribucidn que presenta nuestra muestra es la propia de un pais desarrollado, con un
60% de casos subtipo EN y un 26% de los casos subtipo CM. El 14% restante serdn DL (5.5%),
PL (3.3%) e IF (4.4%). Estos datos son muy similares a los que presenté Montalban et al en
su trabajo de revision del LHc en Espaiia, en el que obtenian una frecuencia de 58% de casos
subtipo EN, 33% subtipo CM, 5.8% de casos PLy 2.3% DL. [76]

Por edades, predomina el subtipo EN tanto en el grupo de 0-20 afios (81%) como en el
grupo de 21-44 afios (61%). Este dato es llamativo, puesto que no existe un predominio de
subtipo EN en otras series, como la de Glasser, revision multicéntrica de varios trabajos, o la
de Keegan et al, en Reino Unido, donde en ambos trabajos la frecuencia de subtipo EN entre
0-14 afios es de un 40% aproximadamente, al igual que subtipo CM que también supone
un 40% aprox. [57, 257] Tras revisar nuestra serie podemos decir que probablemente los
pacientes incluidos en el grupo pediatrico de entre 15y 20 aiios, la mayoria de ellos subtipo
EN, son los responsables de esa diferencia apreciada.

En el grupo de mayores de 45 afios el subtipo CM es el predominante (34%), seguido de
cerca por EN (30%). Esto es lo esperable, dado que es éste grupo el que mas se relaciona
con el VEB. Es ademas en este grupo de pacientes donde se presentan practicamente todos
los casos de subtipo histolégico DL y PL (7 de los 8 existentes). Estos resultados son dife-
rentes de los que refieren Stark et al y Keegan et al, en los que predominaba el subtipo EN
(45% aprox en ambos), seguido de CM (35% aprox). En estos trabajos esto podria ser debi-
do al origen étnico de los pacientes (muestra multirracial) y a la edad (elevado numero de
pacientes entre 45-50 anos). Efectivamente, el trabajo de Glaser, en el que se analizan los
pacientes de forma muy detallada, observa en el grupo de pacientes caucasicos mayores de
54 anos un claro predominio de CM respecto a EN. Esto pareceria solucionar la pregunta,
pero existe otro trabajo realizado en Reino Unido por Stark et al Unicamente en poblacién
de edad avanzada, mayores de 60 afios, en el que claramente predomina también el subtipo
EN; el Unico sesgo posible es que no especifica el origen étnico de los mismos. [57, 78, 257]
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Subtipo histolégico y VEB

En nuestro trabajo se observa una clara dependencia entre el subtipo histolégico CM y
el VEB. El 68% de los casos de LHc CM son VEB positivos, y en cambio solo el 20% de los
casos de LHc EN son VEB positivos. Esta dependencia Unicamente es estadisticamente sig-
nificativa cuando hacemos la determinacion de la infeccion por VEB mediante EBER, no asi
mediante LMP1 ni mediante gp220.

Si lo analizamos por grupos de edades, esta dependencia entre subtipo CM y VEB existe,
y es estadisticamente significativa, tanto en el grupo de 0-20 afios como en el grupo de >45
afos, pero no se observa en el grupo de 20-44 afios.

Esta asociacion la recogen la mayoria de los trabajos que hemos citado previamente, y
también en estos dos grupos de edad, que se conocen como los grupos de LHc dependien-
tes o asociados al VEB. El motivo que la provoca aun no es bien conocido, aunque algunos
trabajos apoyan la hipdtesis de que el propio VEB induce una alteracion del microambiente
tumoral que contribuiria al aspecto morfolégico que caracteriza al subtipo CM.[306].

Estadio de presentacion y VEB

No existe dependencia entre la edad de los pacientes y el estadio de presentacion. Asi,
un 17,6% de los pacientes se presentd en estadio |, un 34.1% en estadio I, un 25.9% en es-
tadio lll y un 22.4% en estadio IV. La distribucién en los 3 grupos de edad es muy similar a la
citada para el grupo general.

Esta distribucion es similar a la del trabajo de Montalban et al en la serie del estado
espafiol, pero es algo diferente a la serie de Keegan et al en California, cuyos pacientes
pedidtricos acostumbran a presentarse en estadio |, y en cambio los otros 2 grupos de-
butan predominantemente en estadios II-lll. [57, 76] Jarret et al, en su serie de pacientes
(no incluye pacientes menores de 15 afios), observan una distribucion similar a la nuestra,
tanto en global, como al estudiarlo tras dividirla en tres grupos de edad (15-35, 35-50 y >50
afos). Flavell et al, en Birmingham, con una serie de 273 pacientes (todos ellos mayores de
15 anos, refieren un 8% estadio |, 36% estadio I, 34% estadio lll y 22% estadio IV. [72, 307]

No obstante, en funcidn de la presencia o no del VEB si se aprecian dependencias que
pese a ser estadisticamente significativas, deberemos interpretar con cautela, dado que son
aparentemente contradictorias. Nuestra serie muestra una mayor tasa de infeccién del VEB
(determinado mediante gp220) en los LHc estadio IV, y en cambio se observa mas infeccion
por el VEB en los LHc estadio | cuando lo determinamos mediante EBER.

Esta observacion, que estadisticamente es significativa para toda nuestra muestra pobla-
cion, se genera basicamente a partir del grupo de 0-20 anos, pues en los otros dos grupos
de edad no se observan diferencias significativas en el estadio de presentacién del LHc en
funcion de la presencia o no del VEB.

Escasos trabajos reflejan posibles relaciones entre el VEB y estadio de presentacién de
la enfermedad. Asi, la serie americana de Keegan et al también parece presentar una ten-
dencia a relacién entre VEB (estudiado mediante EBER y LMP1) y estadios mads bajos de
presentacidn, aunque sin significacion estadistica. La serie de Flavell no presenta ninguna
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asociacion entre estadio de presentacion y VEB (estudiado mediante EBER), pero la serie
de casos-controles de Jarret et al, con sus 437 casos (16 a 74 afios, estudio VEB mediante
EBER), observa exactamente la misma relaciéon que observamos en nuestro trabajo entre
VEB y estadio |, es decir, predominio de VEB en estadios |, que se observa en el grupo ge-
neral, pero especialmente en el grupo de 15-35 afios, y no se observa en los mayores de 50
afios. Unicamente Enblad et al, en una serie mas pequefia (117 pacientes) parece apreciar
tendencia a asociacion del VEB (EBER Y LMP1) con estadios avanzados. El mismo autor re-
fiere, al presentar resultados que difieren en algunos aspectos de lo que parece observar la
mayoria, que el hecho de ser pacientes seleccionados podria suponer un sesgo. [232]

Respuesta al tratamiento

En nuestro trabajo se consigue la remisién completa de la enfermedad en la gran mayoria
de los pacientes de nuestro estudio, concretamente en el 86% de los mismos. Este valor es de
alrededor del 90% en los pacientes de 0-20 afios y en los mayores de 45 afios (90.9% y 89.4%
respectivamente), siendo algo menor en el grupo de 21-44 aios (80,0%). Dada la alta respues-
ta observada, no se pueden extraer resultados en funcién de la presencia o no del VEB.

Existen algunos trabajos, como el de Murray et al, que observan una mejor respuesta a la
guimioterapia en los casos LHc VEB positivos que en los casos LHc VEB negativos. Este tra-
bajo sugiere la hipdtesis de que la sensibilidad a la apoptosis inducida por la quimioterapia
de las células HRS VEB positivas podria ser mayor que la de las células HRS VEB negativas,
pero no han aparecido trabajos posteriores que apoyen esa teoria. [226]

Supervivencia desde el diagnéstico y relacién con el VEB

La probabilidad de supervivencia es algo mejor en el grupo de 0-20 afios que en los otros
2 grupos, sin que las diferencias sean estadisticamente significativas.

Observamos ademads que no existe diferencia de supervivencia en el grupo global en fun-
cion de la presencia o no del VEB, ya sea determindandolo mediante gp220, mediante EBER
o mediante LMP-1.

El significado clinicopatologico del VEB como factor prondstico en los pacientes afectos
de LHc ha sido un tema controvertido, probablemente debido a cuestiones metodoldgicas,
pero actualmente la mayoria de trabajos parecen coincidir en que el VEB se asocia a una
disminucidon de la supervivencia en pacientes de edad avanzada. Algunos autores, como
Glavina-Durdov et al y Flavell et al observan que los LHc VEB positivos se asocian con una
mayor supervivencia libre de evento, aunque sin afectacion de la supervivencia global, en
adultos jovenes.[72, 308]

Murray et al. no solo refieren una mejor respuesta al tratamiento quimioterapico sino un
mejor pronostico de los pacientes afectos de LHc VEB positivos frente a los pacientes LHc
VEB negativos, independientemente de la edad. [226]

Pero tanto los trabajos de Clarke y Stark, como el trabajo de Enblad et al y especialmente
los trabajos poblacionales de Keegan et al y Jarret et al reflejan una marcada disminucién de
la supervivencia en pacientes de edad avanzada VEB positivos respecto a los pacientes VEB
negativos. [57, 78, 232, 297, 307]
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Por ultimo, Unicamente el estudio poblacional de la Dra. T. Keegan et al. en California
observa una tendencia muy cercana a la significacion estadistica (p=0.07) a mejor pronds-
tico y mayor supervivencia en pacientes pediatricos (0-15 afios) cuando el VEB es positivo
respecto a los pacientes LHc VEB negativos. También observan una tendencia similar en el
grupo de adultos jovenes, al igual que los trabajos citados anteriormente.

En conclusion, los trabajos existentes parecen demostrar un impacto diferencial del sta-
tus del VEB sobre el prondstico de los pacientes, diferente en los pacientes jovenes (mejor
prondstico) de en los pacientes de edad avanzada (peor prondstico). Esto podria reflejar que
la presencia del VEB hace que el LHc en estos dos grupos de edad sea biolégicamente dife-
rente, o simplemente indicativo de que los pacientes de edad avanzada pueden presentar
una situacion de inmunodeficiencia que puede contribuir al desarrollo de LHc VEB positivos.

10.4. Andlisis de las alteraciones de ciclo celular y apoptosis

Las células HRS son células que han adquirido la capacidad de proliferar y de escapar a
la apoptosis. Una vez establecido cual era su origen celular, el conseguir conocer los me-
canismos mediante los cuales estas células adquirian estas habilidades se convirtié en una
cuestion capital en el LHc. Asi, en los ultimos afios numerosos estudios se han dirigido a
investigar los mecanismos que hacen que esto sea posible. De esta forma se ha constituido
la evidencia de que estas células presentan multiples y profundas alteraciones a nivel de las
proteinas de ciclo celular y a nivel de la regulacién de la apoptosis.

Diferentes trabajos han demostrado sobreexpresion de ciclinas y de quinasas dependien-
tes de ciclinas, sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas, alteraciones de diferentes vias
de sefializacién y alteraciones a nivel de vias supresoras tumorales. Ademas, se ha estudia-
do insistentemente el papel que el VEB puede jugar a nivel de todas estas alteraciones, y
cuales son los mecanismos por los que actuaria. [40]

Existe una importante variabilidad entre los resultados que muestran los diferentes tra-
bajos existentes en la literatura. Esta variabilidad la observaremos tanto en la determina-
cion del grado de expresidn de estas proteinas como en la relacion entre ellas y el VEB.

Existen diferentes factores que pueden explicar dicha variabilidad, como pueden ser el
diferente nimero de pacientes analizado en cada serie, sesgos atribuibles a los criterios de
seleccion de los pacientes, diferencias en los anticuerpos utilizados, diferencias en cuanto
a los criterios diagndsticos de células HRS, diferencias en relacion a lo que se considera so-
breexpresion de una proteina (25%, 50%, 75%..), diferencias de los criterios diagndsticos de
infeccién por el VEB, etcétera.

Ademads debemos considerar que puede existir un sesgo atribuible al tipo de muestra
utilizada (MTA o estudios individuales en cada paciente). Algunos trabajos actualmente
aun consideran que el hecho de que las secciones de tejido sean muy pequefias (1 mm de
diametro) puede motivar que haya una infrarrepresentacion de la muestra total. [309] No
obstante, la mayoria de grupos que empezaron a trabajar con MTA realizaron estudios de
concordancia en los que comparaban secciones tumorales convencionales y los MTA, y los
resultados obtenidos fueron excelentes, con una muy alta identificacién de células HRS en
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los cilindros de biopsia (90% de los casos) y con alta concordancia entre los resultados obte-
nidos mediante ambas técnicas (también alrededor del 90%). Asi, actualmente se considera
que la MTA es una técnica perfectamente estandarizada y que ofrece la gran ventaja de
poder estudiar diferentes proteinas de forma simultanea en un gran nimero de pacientes,
con lo que es mas facil analizar las complejas interacciones existentes entre estas proteinas
y las vias de sefializacion.

El trabajo mds completo en este sentido, tanto a nivel metodoldgico como de resultados,
hasta el punto de ser una publicacién de referencia en el campo del LHc y alteraciones de
ciclo celular y apoptosis es el de Garcia et al, realizado ademas en poblacién del estado es-
pafiol, por lo que analizaremos en profundidad sus resultados. [56]

En nuestro trabajo hemos analizado estas proteinas de ciclo celular y de apoptosis. En
primer lugar las hemos estudiado en la muestra global; posteriormente hemos intentado
determinar que ocurre con ellas en relacién a la presencia o no del VEB; a continuacidn, par-
tiendo del supuesto de que el LHc es una “enfermedad diferente” en cada grupo de edad, y
tras detectar que no existe practicamente literatura que estudie estas alteraciones de forma
diferencial por grupos de edad, hemos realizado estos estudios de forma individualizada en
cada uno de nuestros tres grupos de pacientes.

Por ultimo hemos analizado relaciones descritas en la literatura entre estas proteinas,
con la posibilidad afiadida que ofrece nuestro diseiio de estudiarlas también en funciéon de
la presencia o no del VEB y de forma individual en cada grupo de edad.

Ciclina D1

Las células HRS caracteristicamente expresan ciclina D2 y también ciclina D3. La expre-
sién de ciclina D1, proteina cuyo papel oncogénico en diferentes tumores es bien conocido,
es controvertida en el LHc. Pese a que la literatura refiere de forma mayoritaria (salvo algu-
nos trabajos aislados) que su expresién es baja, en nuestro

trabajo observamos que ciclina D1 se expresa en aproximadamente el 50% de los pa-
cientes. Ademas, como dato sorprendente y totalmente novedoso, demostramos que los
pacientes mayores de 45 afios presentan una expresion de esta ciclina cercana al 100%, los
pacientes de 21-45 afios también muestran una expresion elevada, cercana al 75%, pero en
cambio los pacientes de 0-20 afos tienen una expresion del 0%. No existe ningun trabajo
que realice esta observacidn, y constituye otra evidencia a favor de que las alteraciones que
presentan estas células son diferentes en funcidn de la edad de los pacientes.

Ademas observamos en el grupo total de pacientes una dependencia inversa entre cicli-
na D1y el VEB (determinado mediante gp220) que es estadisticamente significativa, siendo
la ciclina D1 generalmente negativa cuando el VEB es positivo y viceversa. Esta asociacion
tampoco esta reflejada en la literatura. Podriamos pensar que es el propio VEB el que pro-
voca la subexpresién de la ciclina D1, pero en ese caso, porque existe esa sobreexpresion de
ciclina D1 en los mayores de 45 afios, en los que la presencia del VEB también es muy alta?
Una posible explicacion es que el VEB provoque alteraciones diferentes a nivel molecular
en los dos grupos de pacientes, pero por el momento es una pregunta para la que no hay
respuesta.
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Ciclina E

El complejo ciclina E-cdk2 es uno de los componentes del punto de control que permitira
a la célula pasar de fase G1 a fase S. La literatura refiere que esta proteina estd caracte-
risticamente sobreexpresada en el LHc, entre un 82% y un 90% de los casos. Esto podria
explicar, al menos parcialmente, la alta actividad proliferativa de las células HRS, pues se
correlaciona con expresion de Ki-67 y expresion de ciclina Ay ciclina B1.[56]

En cuanto a la relacién entre ciclina E y VEB, existen escasos trabajos que evallen esta
relacion. Uno de los mas importantes es el de Tzankov et al, que evaltian 330 casos de LHc,
sin llegar a detectar correlacidén entre ambos. [179] En cambio Garcia et al. observan una
correlacion inversa cercana a la significacion estadistica entre el VEB y ciclina E.[56]

En nuestra serie observamos que ciclina E estd sobreexpresada en el 81.9% de los pa-
cientes, mostrando una gran similitud por lo tanto con los datos referidos. No existe depen-
dencia estadisticamente significativa entre ciclina E y la edad, aunque es positiva con mas
frecuencia en el grupo de pacientes mayores de 45 afios (94.4%) y en el de los pacientes de
0-20 aiios (81.4% ) que en el grupo de 21-44 aiios (74%).

No observamos dependencia entre ciclina E y el VEB en nuestro grupo muestral, pero
si apreciamos una tendencia a la correlacién positiva con el VEB (determinado mediante
EBER) en el grupo de 0-20 aios, al contrario de lo que observan Garcia et al. Este dato no
consta en la literatura, y es Unico de este grupo de edad. Es posible que con un mayor tama-
filo muestral esta dependencia alcanzase la significacion estadistica. Esto podria sugerir que
el VEB desempeiia algun papel en la expresién de la ciclina E Unicamente en este grupo de
pacientes, cuyo base molecular aun estaria por establecer. En este sentido existen trabajos
recientes realizados en lineas celulares de carcinoma nasofaringeo que demuestran que
el VEB podria activar a p21 y disminuir secundariamente la actividad del complejo ciclina
E-CDK2. Este modelo, aunque no es aplicable a LHc, muestra de forma inequivoca las rela-
ciones entre el VEB y estas proteinas y puede generar nuevas lineas de investigacion. [310]

Ciclina A

El complejo ciclina A — cdkl se encarga de la regulacidn del transito a través de la fase S
hacia la fase G2 del ciclo celular y también, junto con el complejo ciclina B1-cdk2, de regular
la entrada en la fase M.

De nuevo, al igual que ciclina E y que como veremos, ciclina B1, su sobreexpresion es un
hallazgo comun en el LHc (90-95%). Este hallazgo podria explicar el gran nimero de mitosis
alteradas que presentan las células HRS. [40]

En cuanto a la relacidn entre ciclina Ay el VEB, Ohshima et al. en una serie de Unicamente
11 pacientes, no detectan que el VEB tenga relacién con la expresidn de ciclinas.[187] Tam-
bién Chang et al. evalua esta relacion en una serie de 34 casos de LHc y no observa diferente
expresion de ciclina A en funciéon del VEB; no obstante, a partir de estudios realizados in vi-
tro, el mismo autor sugiere que ciclina A podria ser responsable de los rasgos morfolégicos
propios de las células HRS, inducida por LMP1 en los casos en que el VEB sea positivo o por
otros mecanismos cuando VEB es negativo. [311]
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En nuestra muestra ciclina A es positiva en el 80.3% de los pacientes, presentando maxi-
ma positividad en los pacientes mayores de 45 afios (94.4%) y encontrdndose menos expre-
sada, alrededor del 75%, en los otros dos grupos de edad.

Aunque estas diferencias no son significativas, el hecho de que la edad media de nues-
tra muestra sea menor que la edad media de los pacientes de otros trabajos (realizados
predominantemente en poblacién adulta), podria explicar que en nuestro caso ciclina A se
exprese en un porcentaje algo menor de lo que refiere la literatura.

Al igual que ocurre con ciclina E, no observamos relacion entre ciclina Ay el VEB en el
grupo global de pacientes, pero si en el grupo de 0-20 afios, y éste también es un dato no-
vedoso que no se encuentra reflejado en la literatura. En ellos se constata una dependencia
entre ciclina Ay VEB (determinado por EBER) que es estadisticamente significativa, siendo
la ciclina A positiva siempre que el VEB es positivo. Esa relacion también existe cuando el
VEB se estudia mediante LMP1, sin alcanzar significacidn estadistica. Esto de nuevo nos
podria sugerir que el VEB puede contribuir en ese grupo de edad a la positividad de ciclina
Ay por lo tanto ser un agente que estimule la proliferacién celular, y de nuevo deberiamos
plantear la misma hipdtesis que en el caso de ciclina E, es decir, que activa mecanismos o
vias moleculares especificas de ese grupo de pacientes, o que la sobreexpresidn de ciclina E
puede ser mediada por el VEB en nifios y por otras vias en el resto de pacientes.

Ciclina B1

El complejo ciclina B — cdk2 regula el paso de la fase G2 a la fase M del ciclo celular, y
constituye el Factor Promotor de la Mitosis. Junto con ciclina A, se considera que son las
proteinas responsables del control de la mitosis.

La literatura refiere una sobreexpresion de ciclina B1 en las células HRS practicamente
constante, del 90-95%, igual que ocurre con ciclina A.

Su relacién con el VEB es controvertida y poco estudiada. Ohshima et al. no detectan re-
lacion entre ciclina B1 y VEB, pero un trabajo reciente realizado en China por Zhao et al., en
una muestra de 60 pacientes, observa una correlacidn positiva estadisticamente significa-
tiva entre ciclina B1 y VEB (diagnosticado mediante LMP1)[312]. Adema3s, algunos estudios
experimentales apoyan la teoria de que el VEB mediante EBNA2 seria el responsable de la
sobreexpresion de ciclina B1. [313]

Observamos en nuestra serie que ciclina B1 es positiva en el 79.2% de los pacientes. Pre-
senta un comportamiento muy similar a ciclina A.

No existe dependencia estadistica entre ciclina B1 y edad en nuestra serie, pero al igual
que ocurria con ciclina A, si existe una tendencia a mayor positividad en el grupo de pacien-
tes mayores de 45 afios.

En cuanto a la relacion entre ciclina B1 y el VEB, observamos exactamente lo mismo que
ocurre con ciclina E y con ciclina A. No existe relacion entre ciclina B1 y el VEB en nuestro
grupo de pacientes, pero si existe una marcada tendencia a la correlacién positiva entre
ciclina B1 y VEB (determinado por LMP1) en el grupo de 0-20 afios, cercana a ser estadisti-
camente significativa. Este dato, que tampoco consta en la literatura, nos lleva a la misma
hipdtesis que en los casos anteriores.
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Podriamos decir, por tanto, que el VEB parece contribuir a la expresidon de estas 3 pro-
teinas inductoras de ciclo celular en el grupo de 0-20 afios, por mecanismos que aun no
conocemos.

P16

P16 forma parte de la familia de proteinas INK4, proteinas reguladoras de fase G1 del
ciclo celular. P16 actua bloqueando la progresién de G1 a S, al unirse a CDK4 e impedir asi la
formacion del complejo CDK4-ciclina D1 activo. Este complejo activo estimularia, mediante
fosforilacion de pRb y liberacion del factor de transcripcidon E2F1, la progresion del ciclo
celular.

Existen escasos trabajos que estudien si la via supresora tumoral p16-Rb, que se encuen-
tra alterada en muchos tumores, juega algun papel en LHc. Algunos autores que muestran
subexpresion de p16 en sus series sugieren que la inactivacién de la via supresora tumoral
p16-Rb podria ser un hecho caracteristico y patogénico en el LHc. [205] Pese a que este ar-
gumento es a priori consistente, la literatura muestra una expresion de p16 muy variable en
funcién de los trabajos, con valores entre el 18 y el 73%. [40, 56]

También es controvertida su relacidn con el VEB. Zhao et al. y al Salam et al refieren una
mayor expresion de p16 en los casos LHc VEB positivos que en los casos LHc VEB negativos,
postulando que el VEB juega un papel dominante en la expresion de p16. Asi, existen tra-
bajos in vitro que muestran que la proteina EBNA3c del VEB podria inactivar a pRb y esto
provocar la sobreexpresion de p16.[309]

Pero existen otros trabajos que no encuentran correlacién entre VEB y p16, y otros in-
cluso que refieren correlacidn negativa, puesto que demuestran, a nivel experimental, que
LMP1 podria bloquear de forma directa a p16. [314, 315]

En nuestra serie observamos que p16 es positiva en el 77% de los casos estudiados, dato
concordante con lo que refiere la literatura.

Obtenemos dos resultados interesantes y novedosos. El primero es que se observa una
dependencia muy cercana a la significacion estadistica entre p16 y edad (p=0.08), expresan-
dose p16 especialmente en el grupo de pacientes mayores de 45 afios (94%) y menos en el
grupo de 0-20 afios (66%). Este dato no esta referido en la literatura.

El segundo, en la linea de los resultados obtenidos por Kim et al, es que observamos una
correlacién negativa entre p16 y el VEB (determinado mediante gp220) muy cercana a la
significacién estadistica (p=0.06). Asi, cuando el VEB es positivo p16 suele ser negativa. Esta
tendencia no se observa si lo estudiamos por separado en cada grupo de edad. Nuestros
datos por lo tanto apoyan la teoria de que el VEB bloquea a p16 y contribuye por lo tanto a
la progresidn del ciclo celular. En este caso esperariamos, como ocurria con las ciclinas, que
esa relacion fuese mas marcada en el grupo pediatrico o el de pacientes de edad avanzada,
pero en esta ocasion esto no ocurre. Nuestros resultados deben interpretarse con precau-
cion, dados los tamanos muestrales con los que trabajamos, pero de nuevo podria deberse
a que la accion del VEB active diferentes vias moleculares.

133



Francisco Almazan Castro

P21

P21 es, junto con p27 y p53 un miembro de la familia de proteinas KIP (CIP), proteinas
inhibidoras de cdk.

La expresion de p21 en el LHc es variable en los estudios analizados; gran nimero de
ellos refieren que suele estar sobreexpresada (60-80%) pero algunos observan baja expre-
sién. Como vimos anteriormente, son numerosos los motivos que pueden explicar esta va-
riabilidad.

Liu et al. recogen una relacion clara entre presencia del VEB y supresién de p21, y mues-
tran en estudios experimentales realizados en lineas celulares de LHc que concretamente
los EBERs podrian tener accién antiapoptotica al inhibir a p21 mediante p53. [316] No obs-
tante, otros trabajos como el de Kolar et al. observan justo lo contrario, una tendencia (no
estadisticamente significativa) a mayor expresion de p21 en los casos VEB positivos que en
los VEB negativos. Este trabajo, no obstante, también observa la asociacion entre p21 y ma-
yor actividad antiapoptotica.[203]

En nuestra serie, p21 es positiva en el 40.3% de los casos. Esta cifra estd dentro de lo que
refiere la literatura. Pero los resultados novedosos y que no refleja ningln trabajo son los
siguientes:

e p21es mucho mas frecuente en los pacientes de 0-20 afios y este hallazgo es estadis-

ticamente significativo.

e Observamos una correlacién negativa muy significativa entre p21 y el VEB (determi-
nado mediante LMP1), pero esta correlacién negativa se establece a expensas prin-
cipalmente del grupo de mayores de 45 afios. En este grupo la correlacion es mas
intensa, ya se determine el VEB mediante EBER, LMP1 o PCR DNAgp220, y en cambio
no existe relacion en los otros dos grupos de edad.

Nuestros resultados estan por lo tanto en la linea de los obtenidos por Liu, y aportan
ademas esos dos datos diferenciales de cada grupo de edad. No podemos analizar estos
resultados comparandolos con otros trabajos porque no existen en la literatura estudios
que realicen estos subandlisis, pero podrian ayudar a entender algunas aparentes discre-
pancias existentes; por ejemplo, la diferencia de expresién de p21 en funcién de la edad que
detectamos en nuestro trabajo podria ayudar a explicar el hecho de la gran variabilidad de
expresion que muestra la literatura. Asi mismo, en relacién al papel del VEB en la regula-
cion de p21, podriamos plantear la hipdtesis de que el VEB realmente podria desempefiar
algun papel en la regulacién de esta via, pero tal vez Unicamente en los pacientes mayores
de 45 afos. éCual es entonces la explicacion para que exista esa sobreexpresién en el grupo
pediatrico y en cambio en ese grupo no apreciamos esa correlaciéon p21-VEB? Podriamos
plantear la hipétesis de que p21 esta activa en ese grupo de edad de forma constitutiva,
independientemente del VEB.

P27

P27 es otro de los miembros de la familia KIP, proteinas inhibidoras de cdk. Ademas de
su conocida accidn supresora de la proliferacion celular, se ha sugerido que puede ejercer
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también un papel regulador de la apoptosis en diferentes tumores, con accidén pro o antia-
poptdtica en funcién de activacion o inactivaciéon de determinadas vias de seiializacion etc.
Asi, algunos trabajos observan accidn antiapoptética en LHc en relacidn a la expresion de
p27. Estos casos ademds, tendrian una tendencia (no significativa) a ser VEB positivo, con
lo que podria ser que VEB jugase algun papel en la expresion de p27. [203] Otros trabajos,
como el de Garcia et al observan justo lo contrario, una relacidn inversa entre VEB y p27 que
es estadisticamente significativa.[56]

La literatura refleja de forma undnime que p27 suele estar subexpresada en el LHc (23-
33% de los pacientes), dato congruente con la sobreexpresion observada de ciclina E y
CDK2.[40, 202]

En nuestra serie observamos que p27 es positivo en el 17% de los casos.

Observamos que existe una dependencia significativa entre p27 y VEB (diagnosticado por
gp220) idéntica a la que sugiere Kolar et al. en su trabajo. Asi, cuando el VEB es positivo p27
suele ser también positiva. No observamos relacién entre ellos cuando lo estudiamos de
forma individual en cada grupo de edad.

Por lo tanto nuestro trabajo apoyaria la hipdtesis de que efectivamente el VEB desem-
pefia algun papel en la activacidn o expresion de p27. Los mecanismos que determinen su
accion final (pro o antiapoptoticos) en el momento actual aun no son conocidos. No se ob-
servan diferencias en funcion de la edad, posiblemente debido a que la baja expresién de
esta proteina dificulta el estudio por grupos de edad.

P53

La proteina p53 en condiciones normales se acumula en respuesta a lesiones en el ADN
y actua interrumpiendo el ciclo celular a nivel de G1 y/o promoviendo la apoptosis. La
alta expresion de p53 en las células HRS, en contraste con la ausencia de expresion en las
células no tumorales que las rodean, sugiere que ésta p53 es inactiva y por ello no puede
frenar el ciclo celular.[309]

Tanto la expresidon de p53 como su asociacidon con VEB es variable y controvertida se-
gun los diferentes trabajos existentes. Suele detectarse sobreexpresada, entre el 50-70%
de los casos segun los trabajos que lo estudian, aunque Garcia et al., en su trabajo reali-
zado también en MTA observaron positividad de p53 unicamente en el 15% de los casos.
[56, 314]

Al Salam et al. observan una clara asociacion entre la expresion de p53 y del VEB, lo
gue sugeriria que el VEB podria ser un factor dominante en la expresion de p53. Ademas
observan una alta actividad Ki-67 y un indice apoptético disminuido en los casos p53 posi-
tivo respecto los casos p53 negativos, lo que seria otra prueba mas a favor de que el papel
de p53 en la apoptosis es relevante y esta afectado.[309]

Diferentes trabajos apoyan esta teoria; se cree que LMP1 podria jugar ser clave en la
inactivacion de p53 o que podrian ser este, junto con mecanismos indirectos aun no cono-
cidos, los que podrian provocar la inactivacion de p53.[315] No obstante, otros trabajos
como el de Garcia et al observan una relaciéon inversa entre p53 y VEB, y que es estadisti-
camente significativa. [56, 309]Son necesarias mas investigaciones en este sentido.
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En nuestra serie observamos que p53 es positivo en el 19% de los casos, lo que estaria
mas en la linea del primer trabajo de Garcia et al. No observamos diferencias por grupos
de edad ni tampoco observamos ninguna relacion con el VEB, ni en la muestra global ni
estudiando cada grupo de edad de forma individualizada, por lo que no podemos aportar
nuevas evidencias en este punto.

Bcl-2

Bcl-2 fue la primera proteina de la familia de proteinas bcl que se describid, concreta-
mente en 1988. [317] Existen multiples estudios que analizan la expresidn de esta proteina
antiapoptotica en el LHc, obteniéndose resultados diversos, con bcl-2 positiva entre el 30 y
80% de los casos [211]

Algunos autores han estudiado si realmente bcl-2 se correlaciona con actividad antia-
poptotica en el LHc, pero solo Wang et al lo han demostrado. [225]

Los mecanismos genéticos que provocarian la sobreexpresiéon de bcl-2 no son bien cono-
cidos. Se hipotetizé que t(14;18) podria estar implicada, pero diversos trabajos descartaron
esta teoria.[318]

Se ha estudiado en profundidad el posible papel que pueda desempefiar el VEB en la
expresion de bcl-2. Esta idea surge a partir del modelo de los trastornos linfoproliferativos
post-trasplante, en los que se ha demostrado esta asociacion, y a partir de estudios experi-
mentales que muestran sobreexpresion de bcl-2 en linea celulares al ser expuestos a LMP1.
[319, 320]De nuevo los trabajos existentes son discordantes, puesto que algunos grupos
como el de Preciado et al., concretamente en casos pediatricos observan correlacién posi-
tiva entre VEB y bcl-2, otros como el de Kim et al. o el grupo de Khan et al. o el de Vasallo
et al. refieren una relacién inversa entre bcl-2 y VEB, y otros como el de Lauritzen et al. no
aprecian ninguna relacion. [211, 221, 321-324]

A raiz de estos resultados, como veremos a continuacion, algunos grupos sugieren que
posiblemente bcl-xl juegue un papel mas importante que bcl-2 en la inhibicién de la apop-
tosis que caracteriza a las células HRS.

En nuestra muestra la expresion de bcl-2 ha sido del 20.8%.

No observamos diferencia de expresion de bcl-2 entre grupos de edad. Tampoco obser-
vamos concordancia entre bcl-2 y el VEB por ninguna de las tres técnicas ni tampoco si lo
analizamos de forma individual en cada uno de los 3 grupos, con lo que estariamos en la
linea del trabajo de Lauritzen o de Jiwa que no apreciaban relaciones entre bcl-2 y VEB.

Bcl-xI

Bcl-xl es otra de las proteinas que forman parte del sistema antiapoptotico celular. Fue
descubierta en 1993 y desde entonces ha sido objeto de numerosos estudios. [325]. Bcl-xl
se encuentra sobreexpresada en las células HRS en una elevada proporcion de casos, de
forma mds marcada que bcl-2 (67-94% de los casos segun los diferentes trabajos). Ademas
existen trabajos que demuestran que efectivamente esta sobreexpresidon se correlaciona
con actividad antiapoptotica.[211, 326, 327]
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En cuanto a larelacién entre VEB y bcl-xl, Garcia et al observan una relacion inversa entre
ambos, que es estadisticamente significativa. [56]

En nuestra muestra bcl-xl es positivo en el 54.8% de los pacientes.

Existe una dependencia muy significativa y no descrita en la literatura entre edad y bcl-xl,
observandose que bcl-xl es negativo con gran frecuencia en el grupo de 0-20 afios (85% de
los casos), siendo en los otros 2 grupos mayoritariamente positivo (77% en el grupo 20-45y
83% en el grupo de >45 afios). De nuevo consideramos que este hallazgo podria explicar la
diferente expresidn de la proteina que observan los trabajos realizados.

Se aprecia correlacién positiva que casi muestra significacion estadistica entre bcl-xl y el
VEB determinado mediante LMP-1, siendo bcl-xI mas frecuentemente positivo cuando el
VEB es positivo (p=0.06)

Por grupos de edad, en el grupo de 0-20 afios de nuevo observamos la misma tendencia
a la dependencia positiva entre bcl-xl y el VEB, en este caso cuando se determina mediante
gp220.

Estos resultados pueden sugerir que bcl-xl podria desempefiar un papel importante en
la evasion de la apoptosis en adultos, pero que en cambio en nifios su papel seria mucho
menor. Su intrigante asociacion con el VEB en el grupo de 0-20 afos, en el que curiosamente
presenta muy baja expresién, puede ser debida a cuestiones meramente metodoldgicas o
puede traducir disrupciones de vias de seializacidon que por el momento desconocemos.

Bax

Bax es uno de los miembros proapoptdticos de la familia de proteinas bcl-2, concreta-
mente fue el primer homologo de bcl-2 que se demostrd que tenia accidn agonista de la
muerte celular. [328] Esta proteina esta expresada en la mayoria de casos de LHc (74-95%
de los casos), pero esto no se traduce en un aumento demostrado de actividad apoptdtica
o de sensibilidad a agentes quimioterapicos inductores de apoptosis. Ademas se ha demos-
trado que estos tumores muy frecuentemente coexpresan proteinas bax y bcl-2 o bax y
bcl-xl, o incluso las tres.

Asi, se cree que tal vez, mds que la expresion de cada una de estas proteinas, lo que de-
termina el grado de resistencia o tendencia a la apoptosis en estos tumores es el equilibrio
entre las diferentes proteinas pro y antiapoptéticas.[327, 329]

En nuestra serie, bax es positivo en 63.2% de los pacientes (43/68)

Se observa clara tendencia a una mayor positividad, cercana a la significacion estadistica,
en el grupo de 0-20 afios, observandose que bax es positivo en el 79% de los casos, siendo
solo positivo en el 53-55% de los casos en los otros 2 grupos de pacientes. Rassidakis et al
también observaron correlacion entre mayor positividad de bax con edad joven, sin poder
sugerir una base biolégica a esta asociacién. [329]

En nuestra serie tampoco observamos relacion entre bax y VEB, aunque si se observa
una tendencia a la correlacion negativa entre el VEB (determinado por gp220) y bax en el
grupo de 0-20 anos. Este hecho, la elevada expresidon de bax en el grupo pediatrico junto
con la correlacidon negativa con el VEB concretamente en ese grupo (en el que el VEB esta
claramente presente), es aparentemente contradictorio, y de nuevo debe ser interpretado
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con cautela, pues posiblemente se deba Unicamente a los tamafios muestrales. En caso de
que fuese real traduciria complejas alteraciones biolégicas que por el momento no son co-
nocidas. No se observan dependencias en los otros 2 grupos de pacientes, ni tampoco por
las otras 2 técnicas.

Relaciones entre proteinas

Relacidn entre ciclina E'y p27

Es conocido que ciclina E y CDK2 suelen estar sobreexpresados en LHcy p27, que interac-
tua con ellos bloqueandolos, esta generalmente subexpresada. Esta relacién, que se obser-
va de forma practicamente universal en este tumor, puede explicar el elevado crecimiento
gue muestran las células HRS. [56]

En nuestro estudio comprobamos que efectivamente existe una tendencia a que cuando
ciclina E es positiva p27 en la mayoria de los casos es negativa. Esta correlacidn negativa es
mas potente y muy cercana a la significacion estadistica en el grupo de 0-20 afios y en los
otros dos grupos de edad no apreciamos relacién. Esto tal vez nos esta explicando que esa
relacion es exclusiva de ese grupo de edad. Ademas, al analizar como influye el VEB sobre la
relacion entre esas dos proteinas, observamos como la relacidn negativa es mas importante
cuando el VEB (determinado por gp220) es positivo, y en cambio no existe relacidn entre
ciclina Ey p27 cuando el VEB es negativo.

No existen trabajos que refieran hallazgos similares a los nuestros, puesto que los trabajos
existentes no analizan la relacion entre estas dos proteinas en funcion de la edad y del VEB.

Los mecanismos moleculares que mantienen o hacen posible esa interaccidn entre ciclina E,
p27 y VEB, aun no bien conocidos, posiblemente sean diferentes en funciéon de la edad. Consi-
deramos que nuestros resultados apoyan y ratifican la teoria de que el LHc se comporta de for-
ma diferente en funcion de la edad de los pacientes, probablemente debido a la accion del VEB.

Relacion entre ciclina A 'y p27

La literatura refiere que suele apreciarse conjuntamente sobreexpresion de ciclina Ay
subexpresién de p27 [203]. En ocasiones se observa sobreexpresion de ambas, pero se con-
sidera que es debida a que existe una expresién aberrante de p27 inactiva. [56]

En nuestra serie también se observa esta tendencia a la correlacién inversa entre cicli-
na Ay p27(p=0.10). Al igual que en el caso anterior, esta relacion inversa es especialmen-
te importante en el grupo de 0-20 afios, donde llega a alcanzar la significacion estadistica
(p=0.04), en cambio no hay relacién en los otros dos grupos de edad. Pero en este caso
observamos que esta relacién es mads intensa cuando el VEB es negativo (determinado me-
diante LMP1), cercana a ser estadisticamente significativa (p=0.13), y en cambio no existe
relaciéon alguna cuando el VEB es positivo. De nuevo, nuestros datos son novedosos dado
gue no estdn descrito en la literatura y podrian contribuir a una mejor comprensién de los
mecanismos disregulados en las células HRS y del papel del VEB en el LHc.
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Relacion entre ciclina B1 y p27

No observamos en nuestro trabajo la esperable relacion inversa entre estas dos protei-
nas, pero si observamos una tendencia en ese sentido cuando el VEB es positivo. Este dato
tampoco existe en la literatura y también puede ser de utilidad para mejorar la comprensién
de la fisiopatologia del LHc.

Relacion entre ciclina Ay p53

La mayoria de trabajos existentes en la literatura refieren sobreexpresion de p53 (inacti-
vada) asociada a sobreexpresion de ciclina A, por pérdida de su funcién. [176, 187]

Al estudiar nuestra serie no observamos ninguna relacidon destacable en el grupo gene-
ral, pero aparece una interesante tendencia a la correlacidn inversa entre ciclina Ay p53,
que es casi estadisticamente significativa, en el grupo de 21-44 afios y cuando el VEB es
negativo. Este hallazgo, que no esta referido en la literatura, seria conceptualmente cohe-
rente, puesto que ese es el grupo de pacientes que habitualmente son VEB negativos. El
porque existe esa relacidn inversa concretamente en este grupo no es conocido, pero muy
probablemente esté en relacidén a los mecanismos moleculares que el VEB regula o disre-
gula, sea de forma directa o indirecta. De nuevo recordar que las diferentes edades de los
pacientes recogidos en los trabajos puede ser la responsable, al menos parcialmente, de la
variabilidad de los resultados que dichos trabajos obtienen.

Relacion entre ciclina B1 y p53

Estudiamos si la sobreexpresion de ciclina B1 se correlaciona con baja expresion de p53
como describe la literatura. Al igual que con ciclina Ay p53, observamos que efectivamente
parece existir una tendencia a la relacidn inversa entre ellas, pero esa relaciéon es mas po-
tente, muy cercana a ser estadisticamente significativa, en el grupo de edad de 21-44 afios
(p=0.07) y cuando el VEB es negativo (determinado mediante gp220). Estos hallazgos tam-
poco estan referidos en la literatura. Podriamos por lo tanto sugerir la misma explicacién
gue en el caso anterior.

Relacion entre ciclina D1y p16

Estudiamos si la sobreexpresion de ciclina D1, como describe la literatura, se correlacio-
na con baja expresion de p16.[40] Sorpresivamente observamos el efecto contrario, es de-
cir, cuando ciclina D1 es positiva p16 suele ser positiva, y esta observacion tiene una fuerte
significacién estadistica (p=0.00012)

Al igual que ocurre en los 2 casos anteriores (ciclina A-p53, ciclina B1-p53), vemos que
esta asociacion positiva es muy potente en el grupo de pacientes de 21-44 afios (p=0.00017),
y en cambio no se aprecia en los otros dos grupos de edad, y también es muy potente cuan-
do el VEB es negativo. Estos datos, de nuevo, tampoco existe en la literatura.

En este caso los datos estadisticos son rotundas y, pese a ir en contra de lo que refleja
mayoritariamente la literatura, debemos tomarlos en consideracién. Es posible que encon-
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tremos esta correlacidn positiva entre ciclina D1y p16 a expensas del grupo de 20-44 afios,
es decir, que Unicamente se produzca en ese grupo y que al ser tan potente estadisticamen-
te también lo observemos en el grupo global. Nos reiteramos en las hipétesis formuladas al
analizar las relaciones anteriores.

Relacion entre p53 y bcl2

Algunos trabajos estudian esta relacidon pero los resultados son poco concluyentes. [56,
76, 225]. En nuestra serie observamos una correlacién positiva entre ambas que esta cerca-
na a la significacion estadistica (p=0.12)

Como en los casos anteriores, esta correlacion es a expensas del grupo de edad de 21-44
aflos y también se aprecia cuando el VEB es negativo, y en cambio no se aprecia en los otros
dos grupos de edad ni tampoco cuando el VEB es positivo. Ambas asociaciones son estadis-
ticamente significativas. Estos hallazgos no constan en la literatura, y sugeririan de nuevo
que la ausencia del VEB seria necesaria para que esa relacion ocurriese.

Relacion entre p53 y bax

Algunos trabajos estudian la relacion entre p53 y bax, no encontrandose relaciones. En
nuestra serie tampoco observamos ninguna relacién, ni en la muestra global, ni estudian-
dolo por grupos de edad ni en relacién a la presencia o no del VEB. Esto apoyaria la teoria
de que realmente no existe un equilibrio o una influencia mutua entre estas dos proteinas.

Relacion entre proteinas de ciclo celular y de apoptosis con pronéstico

Existen numerosos trabajos que estudian la relacidn entre expresion de estas proteinas,
presencia o no del VEB y prondstico de la enfermedad. Los resultados que ofrecen estos
trabajos son en ocasiones contradictorios y el poder predictivo que ofrecen, ya sea de forma
independiente o combinada, es escaso, por lo no han conseguido establecerse como mar-
cadores bioldgicos universalmente aceptados.

Se han referido alteraciones de la expresidn de proteina p53, alteraciones de la expresidn
de proteina p21, disregulacion de los miembros de la familia bcl-2, aumento de los indices
de proliferacién y/o apoptosis, etc.

Varios trabajos parecen coincidir en que la sobreexpresion de Bcl-2 o de bcl-xl se asocia
con disminucion de la supervivencia global y/o de la supervivencia libre de evento [56, 330]
aunque alguno en cambio le confiere buen prondstico. [221]

En referencia a bax, Garcia et al. refieren empeoramiento significativo de la superviven-
cia cuando existe sobreexpresion de bax, dato a priori no esperable, pero en cambio Rassi-
dakis et al no observan influencia de la expresidn de bax sobre el prondstico.[56, 329]

En relacidén a p53, los trabajos existentes parecen coincidir en la observacién de que la
expresion de p53 se asocia con una disminucidn significativa de la supervivencia. [56, 76,
220]. En cambio, en relacidon a p21, Liu et al observan peor prondstico en relacion a supre-
sién de p21 [316] y en cambio Kolar et al observan una tendencia no significativa a peor
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prondstico en relacion a expresidon de p21. Este mismo grupo observa también tendencia a
peor prondstico asociado a expresiéon de p27.[203]

En nuestro trabajo Unicamente 3 proteinas podrian tener valor pronéstico. Tanto la ex-
presion de ciclina D1 como la expresion de bcl-2 y bcl-xl se asocian a mal prondstico, con
una potencia cercana a la significacién estadistica (p=0.10). Como hemos referido, estd bien
descrito y existe un cierto consenso en cuanto al valor prondstico desfavorable de las pro-
teinas de la familia bcl-2. En referencia a ciclina D, Unicamente Kolar et al. estudian su capa-
cidad predictora de prondstico pero no obtienen resultados concluyentes. Si consideramos
gue esta proteina es uno de los componentes de la via Rb-p16-ciclina D1, existe algun traba-
jo que observa que la pérdida de expresidon de Rb se asocia de forma estadisticamente sig-
nificativa con mal prondstico. [164] Dado que Rb se caracteriza por su actividad supresora
tumoral, su pérdida de expresidon podria asociarse con la sobreexpresion de ciclina D1 que
nosotros observamos, y por lo tanto seria légica y esperable nuestra observacion.

Para terminar y como resumen de todos los datos analizados podemos decir que nuestro
grupo de pacientes y los subgrupos cuando los estudiamos por franjas de edad, presentan
un perfil inmunohistoquimico especifico y se caracterizan de la siguientes forma:

e Las células HRS sobreexpresan ciclina E, ciclina A ciclina B1 y p16. Presentan modera-
da expresion de ciclina D1, p21, bax y bcl-xl, y presentan baja expresién de p27, p53
y bcl-2

e Los pacientes de 0-20 aios sobreexpresan p21 y bax, y este es un hallazgo exclusivo
de este grupo de edad.

e Los pacientes mayores de 45 afios sobreexpresan las cuatro ciclinas pero muy espe-
cialmente ciclina D1. También sobreexpresan p16 y bcl-xl. Estos hallazgos también
son exclusivos de este grupo de edad.

e EIVEB presenta una correlacién positiva en la poblacién general con p27 y bcl-xl. Pre-
senta correlacion negativa con ciclina D1, p16 y p21.

e Lapresencia del VEB en el grupo de pacientes de 0-20 afos se asocia a la sobreexpre-
sidn de ciclina E, ciclina A, ciclina B1, bcl-xl y con subexpresion de bax.

e Lapresencia del VEB en pacientes mayores de 45 afios se asocia con subexpresion de
p21.

e Las correlaciones inversas entre ciclina A-p53 y entre ciclina B1-p53 son mas impor-
tantes en el grupo de pacientes de 21-44 afios y cuando el VEB es negativo que en el
grupo global.

e Las correlaciones positivas entre ciclina D1y p16 y entre p53 y bcl-2 son mas impor-
tante en el grupo de pacientes de 21-44 aiios y cuando el VEB es negativo que en la
poblacidn global

e Existe una tendencia a la correlacién inversa entre ciclina B1 y p27 Unicamente cuan-
do el VEB es positivo.

e Existe una tendencia a la correlacién inversa entre ciclina E y p27, que es especial-
mente importante en el grupo de pacientes de 0-20 afios y cuando el VEB es positivo.

e Existe una tendencia a la correlacion inversa entre ciclina Ay p27, que es especial-
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mente importante en el grupo de pacientes de 0-20 afos. Su relacién con el VEB es
discutible.

En resumen, en nuestro trabajo hemos analizado una serie de pacientes afectos de LHc
de forma global y de forma comparativa en funcién de la edad. Esto ha permitido obtener
una serie de resultados no descritos previamente en la literatura.

Consideramos que estos resultados apoyan el modelo tedrico de las “tres enfermeda-
des” propuesto por MacMahon, y también apoyan el papel patogénico del VEB. El cono-
cimiento de los diferentes mecanismos patogénicos existentes en el LHc debe ayudar a la
mejor comprension de la enfermedad.

Demostramos que cada grupo de edad presenta un patron de disregulacién molecular
especifico, y que la presencia del VEB, tanto en los pacientes de 0-20 afnos como en los
pacientes mayores de 45 afos, condiciona que presenten perfiles inmunohistoquimicos ca-
racteristicos.

Son necesarios nuevos trabajos con mayor numero de pacientes pediatricos y adultos
en los que se relacionen los estudios moleculares y los factores clinicos y epidemioldgicos.
Esto podria permitir en el futuro identificar a los pacientes de riesgo de mala respuesta al
tratamiento que pudieran beneficiarse de los tratamientos dirigidos.
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11. CONCILUSIONES







1. El VEB esta presente en las células tumorales de los pacientes afectos de LHc de
nuestra poblacion en el 47% de los casos. Esta presencia del VEB es mas elevada en los
pacientes de edad avanzada y en los de edad pediatrica, especialmente en los menores
de 10 aios y en los mayores de 60 anos.

2. Las técnicas LMP1 y EBER para la determinacidn de la infeccion latente por el VEB
presentan una elevada concordancia. La utilizacién de técnicas de PCR para deteccién de
ADN gp220 unicamente tiene una correcta sensibilidad y concordancia en los pacientes
de 0 a 20 afos.

3. El LHc se presenta habitualmente en estadio IlI-IV. La presencia del VEB en el tumor
se asocia con estadios mas bajos en el momento del diagndstico.

4. Lasvariables que se asocian con mayor supervivencia en nuestro grupo de pacientes
son la edad entre 0y 20 afios y la positividad del VEB en el tumor.

5. Las células HRS presentan complejas disregulaciones de las proteinas del ciclo celu-
lar y de la apoptosis que se caracterizan por sobreexpresiéon de ciclina E, ciclina Ay pl6y
subexpresion de p27, p53y bcl-2

6. Existen patronesinmunohistoquimicos de expresion de las proteinas de ciclo celular
y de la apoptosis que son caracteristicos y especificos de cada grupo de edad.

7. La presencia del VEB en las células HRS se asocia con la expresion de un patrén de
proteinas determinado y tiene un efecto modulador de las relaciones entre las proteinas
inductoras del ciclo celular y de sus inhibidores. Estos datos apoyan que no solo la pato-
genia sino también los mecanismos fisiopatoldgicos alterados en el LHc son diferente en
funcion de la edad de los pacientes, probablemente en relacién al VEB.

8. Se observa una tendencia a que haya una disminucién de la supervivencia en rela-
cion con la sobreexpresion de ciclina D1 y de bcl-xl.
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13.1 Tablas de contingencia de comparacion de las técnicas
diagnosticas de infeccion por el VEB

EBER
gp220EBV neg pos Row Total
neg 40 18 58
68.966% 31.034% 81.690%
pos 3 10 13
23.077% 76.923% 18.310%
Column Total 43 28 71

Cchir2 = 9.36 d.f. = 1 p = 0.00221
EBER

gp220EBV neg | pos | Row Total |

neg 40 18 58
| 68.966% | 31.034% | 81.690% |

pos 3 10 13
| 23.077% | 76.923% | 18.310% |

Ccolumn Total 43 28 71

Cohen Kappa and weighted Kappa correlation coefficients and confidence
boundaries ]
Tower estimate upper

unweighted kappa 0.11 0.32 0.52
LMP1

gp220EBV neg pos Row Total

neg 32 25 57
56.140% 43.860% 81.429%

pos 3 10 13
23.077% 76.923% 18.571%

column Total 35 35 70

ChiA2 = 4.63 d.f. = 1 p= 0.0314
LMP1
gp220EBV I neg I pos i Row Total i
neg | 32 | 25 | 57 |
I 56.140% I 43.860% 1 81.429% |
pos | 3 10 | 13 |
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Cohen Kappa and weighted Kappa correlation coefficients and confidence
boundaries ]
Tower estimate upper

unweighted kappa 0.021 0.2 0.38
LMP1
EBER heg pos Row Total
neg 31 14 45
68.889% 31.111% 61.644%
pos 7 21 28
25.000% 75.000% 38.356%
Column Total 38 35 73

chin2 = 13.3 d.f. = 1 p = 0.000262
LMP1
EBER heg pos Row Total
neg 31 14 45
68.889% 31.111% 61.644%
pos 7 21 28
25.000% 75.000% 38.356%
————————————— e ) LR
Column Total 38 35 73

Cohen Kappa and weighted Kappa correlation coefficients and confidence
boundaries

Tower estimate upper
unweighted kappa 0.21 0.42 0.62
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13.2 Supervivencia en funcion del VEB

Determinacion mediante PCR DNA gp220

Test log rank

n=71, 23 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V

gp220EBV=neg 57 10 9.58 0.0180 0.0904
gp220EBV=pos 14 2 2.42 0.0716 0.0904
Chisgq= 0.1 on 1 degrees of freedom,

p= 0.764

Modelo de Cox

coxph(formula = Surv(superviv, status) ~ gp220EBV, data = dades)

n= 71, number of events= 12
(23 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)
gp220EBVpos -0.236 0.790 0.775 -0.3 0.76

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
gp220EBVposS 0.79 1.27 0.173 3.61

Concordance= 0.531 (se = 0.06 )

Rsquare= 0.001 (max possible= 0.749 )
Likelihood ratio test= 0.1 on 1 df, p=0.755
wald test = 0.09 on 1 df, p=0.761
Score (logrank) test = 0.09 on 1 df, p=0.76

Determinacion mediante EBER

Test log rank

n=67, 27 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V

EBER=neg 42 8 6.47 0.363 0.895
EBER=pos 25 3 4.53 0.518 0.895
Chisgq= 0.9 on 1 degrees of freedom,

p= 0.344

Modelo de Cox

coxph(formula = Surv(superviv, status) ~ EBER, data = dades)

n= 67, number of events= 11
(27 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z|)
EBERpos -0.636 0.529 0.679 -0.94 0.35

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
EBERpOS 0.529 1.89 0.14 2
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concordance= 0.599 (se = 0.077 )
Rsquare= 0.014 (max possible= 0.733 )
Likelihood ratio test= 0.95 on 1 df, p=0.
wald test = 0.88 on 1 df, p=0.349
Score (logrank) test = 0.91 on 1 df, p=0

Determinacion mediante LMP1

Test log rank

n=66, 28 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V

LMP1l=neg 34 7 5.47 0.426 0.86
LMP1l=pos 32 4 5.53 0.422 0.86
Chisg= 0.9 on 1 degrees of freedom,

p= 0.354

Modelo de Cox

Francisco Almazan Castro

coxph(formula = Surv(superviv, status) ~ LMP1l, data = dades)

n= 66, number of events= 11
(28 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>lz])

LMP1lpos -0.575 0.562 0.629 -0.92 0.36

exp(coef) exp(-coef) Tower .95 upper .95
LMP1lpos 0.562 1.78 0.164 1.93
concordance= 0.544 (se = 0.079 )
Rsquare= 0.013 (max possible= 0.737 )
Likelihood ratio test= 0.87 on 1 df, p=0.351
wald test = 0.84 on 1 df, p=0.36
Score (logrank) test = 0.86 on 1 df, p=0.354
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13.3 Tablas de contingencia: relaciones entre proteinas de ciclo
celular y de apoptosis con la edad y con el VEB

Relacion ciclina D1-DNA gp220

| gp220EBV

ciclinaDl | neg | pos | Row Total |
————————————— R e B el
neqg | 19 | 10 | 29 |
| 36.538% | 71.428% | 43.939% |
————————————— R e R el
pos | 33 | 4 | 37 |
| 63.461% | 28.571% | 56.061% |
————————————— el Bl [l
Column Total | 52 | 14 | 66 |

| |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.0322
95% confidence interval: 0.0472 0.958

Relacion ciclina E- EBER (0-20 aiios)

| EBER
ciclinaE | neg | pos | Row Total |
————————————— i I Bl
neg | 4 | 0 | 4 |
| 26.666% | 0.000% | 15.385% |
————————————— R e Bl
pos | 11 | 11 | 22 |
| 73.333% | 100.00% | 84.615% |
————————————— R e Bl
Column Total | 15 | 11 | 26 |

Sample estimate odds ratio: Inf
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.113
95% confidence interval: 0.519 Inf

Relacion ciclina A - EBER (0-20 afnos)

| EBER
ciclinalA | neg | pos | Row Total |



0
0.000%
10
100.00%
10
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Sample estimate odds ratio:

Alternative hypothesis:

p = 0.0508

95%

confidence interval:

0.951 Inf

Relacion ciclina B1 - LMP1 (0-20 aiios)

ciclinaBl

Row Total |
——————————— |
6 |

23.077% |
——————————— |
20 |
76.923% |
——————————— |
26 |

true odds ratio is not equal to 1

Sample estimate odds ratio:

Alternative hypothesis:

p = 0.132

95%

Relacién p16- PCR DNAgp220

confidence interval:

neg

0.578 Inf

176

Row Total |
——————————— |
15 |
23.438% |
——————————— |
49 |

76.562%
——————————— |
04 |

true odds ratio is not equal to 1
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Fisher's Exact Test for Count Data

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.0606
95% confidence interval: 0.0566 1.16

Relacion p21-LMP1

| LMP1
p21 | neg \ pos | Row Total |
————————————— il e B
neg | 15 | 28 | 43 |
| 40.540% | 82.352% | 60.563% |
————————————— i et Bl
pos | 22 | 6 | 28 |
| 59.459% | 17.647% | 39.437% |
————————————— il e B
Column Total | 37 | 34 | 71 |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.000551
95% confidence interval: 0.0406 0.487

Relacion p21-LMP1 (>45 afos)

| LMP1
p21 | neg \ pos | Row Total |
————————————— il e At
neqg | 1 \ 13 | 14 |
| 25.000% | 100.00% | 77.778% |
————————————— il e B
pos | 4 | 0 | 4 |
| 75.000% | 0.000% | 22.222% |
————————————— il e
Column Total | 5 | 13 | 18 |

Sample estimate odds ratio: O
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.00163
95% confidence interval: 0 0.336
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Relaciéon p27-PCR DNA gp220

| gp220EBV
P27 | neg |
————————————— | ===
neqg | 49
| 89.090% |
————————————— | ===
pos | 6
| 10.909% |
————————————— | ===
Column Total | 55 |
| |

Row Total |
——————————— |
57 |
83.824% |
——————————— |
11 |
16.176% |
——————————— |
68 |

Francisco Almazan Castro

Sample estimate odds ratio: 4.

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.0286
95% confidence interval:

Relacion bcl-x1 - LMP1

| LMP1

bclxl | neg |
————————————— | —————————|

neqg | 21
| 55.263% |
————————————— | —————————|
pos | 17 |
| 44.736% |
————————————— |—————————|
Column Total | 38 |
| |

0.957 25.3

Row Total |
——————————— |
32 |

44 .444% |
——————————— |
40 |
55.556% |
——————————— |
72 |

Sample estimate odds ratio: 2.

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.0609
95% confidence interval:

0.894 7.59

Relacién bcl-x1 - PCR DNAgp220 (0-20 afios)

| gp220EBV
bclxl | neg |
————————————— | ——————=
neqg | 15
| 93.750% |
————————————— | ===
pos | 1
| 6.250% |
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Sample estimate odds ratio: 6.85
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.116
95% confidence interval: 0.449 418

Relacion bax-PCR DNA gp220 (0-20 aiios)

| gp220EBV
bax | neg | pos | Row Total |
————————————— il B Bl
neg | 1 4 | 5 |
| 8.333% | 44.444% | 23.810% |
————————————— il e B
pos | 11 | 5 16 |
| 91.666% | 55.555% | 76.190% |
————————————— il e B
Column Total | 12 | 9 | 21 |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.119
95% confidence interval: 0.00213 1.71

Relacion ciclina Ey p27

| p27
ciclinaE | neg \ pos | Row Total |
————————————— |-— |- | |
neqg | 9 | 4 13 |
| 69.231% | 30.769% | 19.118% |
————————————— |- |- | |
pos | 48 | 7 55 |
| 87.273% | 12.727% | 80.882% |
————————————— il e B
Column Total | 57 | 11 | 08 |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.201
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95%

confidence interval:

0.0665 1.89

Pacientes VEB (DNA gp220) positivo: ciclina E-p27

ciclinakE

Row Total |
——————————— |
2

15.385% |
——————————— |
11 |
84.615% |
——————————— |
13 |

Francisco Almazan Castro

Sample estimate odds ratio: O

Alternative hypothesis:
0.1282051
confidence interval:

p:
95%

0-20 anos: Ciclina E-p27

ciclinakE

| p27

| neg

I ___________
| 2

| 40.000%
I ___________
| 16

| 84.211%
I ___________
| 18

|

0 3.085754

Row Total |
——————————— |
5 |

20.833% |
——————————— |
19 |
79.167% |
——————————— |
24 \

true odds ratio is not equal to 1

Alternative hypothesis:

p = 0.0785

95%

confidence interval:

Relacion ciclina Ay p27

| p27

| neg

I ___________
| 9

| 64.286%
I ___________
| 46

0.00815 1.76

Row Total |
——————————— |
14 |
20.896% |
——————————— |
53 |

true odds ratio is not equal to 1



INFECCION POR EL VEB EN PACIENTES PEDIATRICOS Y ADULTOS AFECTOS DE LH

| 86.792% | 13.208% | 79.104% |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.109
95% confidence interval: 0.0593 1.38

Pacientes 0-20 anos: ciclina A - p27

| p27
ciclinaA | neg | pPos | Row Total |
————————————— il e B
neg | 3 4 | T
| 42.857% | 57.143% | 30.435% |
————————————— il e B
pos | 14 | 2 16 |
| 87.500% | 12.500% | 69.565% |
————————————— il e B
Column Total | 17 | S | 23 |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.045
95% confidence interval: 0.00749 1.28

Ciclina Ay p27: VEB (LMP1) positivo

| p27
ciclinaA | neg | pPos | Row Total |
————————————— i R il
neg | 4 | 1 | 5
| 80.000% | 20.000% | 15.152% |
————————————— R A il
pos | 24 | 4 | 28 |
| 85.714% | 14.286% | 84.848% |
————————————— R R
Column Total | 28 | 5 | 33 |
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Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p =1
95% confidence interval: 0.046 40.9

Ciclina Ay p27: VEB (LMP1) negativo

| p27

ciclinaA | neg | pos | Row Total |
————————————— i A el
neg | 5 3 8 |
| 62.500% | 37.500% | 24.242% |
————————————— R Rl E el
pos | 22 | 3 25 |
| 88.000% | 12.000% | 75.758% |
————————————— e Rl Bl
Column Total | 27 | 6 | 33 |

| | |

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.137
95% confidence interval: 0.0239 2.33

Ciclina B1-p27: pacientes VEB (gp220) positivos

| p27

ciclinaBl | neg | pos | Row Total |
————————————— il et
neqg | 0 | 2 | 2 |
| 0.000% | 100.000% | 16.667% |
————————————— et
pos | 7 | 3 | 10 |
| 70.000% | 30.000% | 83.333% |
————————————— il e
Column Total | 7 | 5 \ 12 |

| | |

Sample estimate odds ratio: O
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.152
95% confidence interval: 0 3.56

Relacion ciclina A-p53

| P53
ciclinaA | neg | pos | Row Total |
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| | |
neg | 8 | 4 | 12|
| 66.667% | 33.333% | 18.750% |
————————————— |- | [ =]
pos | 43 | 9 | 52 |
| 82.692% | 17.308% | 81.250% |
————————————— |- | [
Column Total | 51 | 13 | 04 |
|

Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
p = 0.243
95% confidence interval: 0.0875 2.35

Ciclina A-p53: pacientes VEB (gp220) negativos

| p53

ciclinaA | neg | pos | Row Total |
————————————— i Al il
neqg | 5 | 4 9 |
| 55.556% | 44 .444% | 18.000% |
————————————— i R Bl
pos | 34 | 7] 41 |
| 82.927% | 17.073% | 82.000% |
————————————— R Al il
Column Total | 39 | 11 | 50 |

| | |

Sample estimate odds ratio: 0.2662989
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.09278753
95% confidence interval: 0.04321439 1.691817

Ciclina A-p53: pacientes 21-44 aiios

| p53

ciclinaA | neg \ pos | Row Total |
————————————— il e B
neqg | 2 | 3 ] 5
| 40.000% | 60.000% | 20.833% |
————————————— il e B
pos | 16 | 3 19 |
| 84.211% | 15.789% | 79.167% |
————————————— il e B
Column Total | 18 | 6 | 24 |

| | |
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Fisher's Exact Test for Count Data

Alternative hypothesis:

p = 0.0785
95%
Ciclina B1-p53

ciclinaBl

Alternative hypothesis:

p = 0.209

95%

confidence interval:

p53
neg
9
69.231%
45
86.538%
54

confidence interval:

true odds ratio is not equal to 1

0.00815 1.76

0.0707 2.02

Ciclina B1-p53: pacientes 21-44 anos

ciclinaBl

Alternative hypothesis:

p = 0.0785
95¢%
Ciclina D1-p16

p53
neg
3
50.000%
16
88.889%
19

confidence interval:

| Row Total
I ___________
| 13

| 20.000%
I ___________
| 52

| 80.000%
I ___________
| 65

true odds ratio is not equal to 1

| Row Total
I ___________
| 6

| 25.000%
I ___________
| 18

| 75.000%
I ___________
| 24

true odds ratio is not equal to 1

0.00815 1.76
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| plé
ciclina D1 | neg | pos | Row Total |
————————————— R Rl Ll
neqg | 13 | 17 30 |
| 43.333% | 56.667% | 46.875% |
————————————— i A il
pos | 1 | 33 | 34 |
| 2.941% | 97.059% | 53.125% |
————————————— e Al il
Column Total | 14 | 50 | 04 |

Sample estimate odds ratio: 24.1
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.000117
95% confidence interval: 3.14 1097

Ciclina D1 - p16: paciente VEB (gp220) negativo

| plé
ciclina D1 | neg | poOs | Row Total |
————————————— il e
neg | 7 10 | 17
| 41.176% | 58.824% | 35.417% |
————————————— il e B
pos | 1 30 | 31 |
| 3.226% | 96.774% | 64.583% |
————————————— el e B
Column Total | 8 | 40 | 48 |

Sample estimate odds ratio: 19.5
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.00166
95% confidence interval: 2.12 971

Ciclina D1-p16: pacientes 21-44 afios

| plé
ciclina D1 | neg \ pos | Row Total |
————————————— |- | ]
neg | 5 | 1 6 |
| 83.333% | 16.667% | 26.087% |
————————————— il e
pos | 0 | 17 | 17 |
| 0.000% | 100.000% | 73.913% |
————————————— |- | ]
Column Total | 5 | 18 | 23 |



Fisher's Exact Test for Count Data

Sample estimate odds ratio: Inf

Alternative hypothesis:
= 0.000178
95% confidence interval:

P

p53-bcl2

5.29 Inf
pos
9
16.667%
5
38.462%
14

| Row Total
I ___________
| 54

| 80.597%
I ___________
| 13

| 19.403%
I ___________
| 67

Francisco Almazan Castro

true odds ratio is not equal to 1

Sample estimate odds ratio: 3.06

Alternative hypothesis:

p = 0.125

95% confidence interval:

0.637 13.9

p53-bcl2: pacientes VEB(EBER) negativo

| Row Total
I ___________
| 34

| 82.927%
I ___________
| 7

| 17.073%
I ___________
| 41

true odds ratio is not equal to 1

Sample estimate odds ratio: 4.15

Alternative hypothesis:

p = 0.12

95% confidence interval:

0.467 34.4
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P53-bcl2: pacientes 21-44 aiios

| bcl2
P53 | neg | pos | Row Total |
————————————— el B i
neqg | 19 | 1 | 20 |
| 95.000% | 5.000% | 76.923% |
————————————— |-——— | | |
pos | 2 | 4 | 6 |
| 33.333% | 66.667% | 23.077% |
————————————— el e el
Column Total | 21 | 5 | 26 |
| | |

Sample estimate odds ratio: 29.1
Alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1

p = 0.00465
95% confidence interval: 1.9 1928
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13.4 Supervivencia en funcion de las proteinas de ciclo

celular y de la apoptosis

Supervivencia y ciclina D1

Test log rank

n=62, 32 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V

ciclinabl=neg 30 3 5.96 1.47 2.95
ciclinaDl=pos 32 9 6.04 1.45 2.95
Chisq= 3 on 1 degrees of freedom,

p= 0.0858

Modelo de Cox

n= 62, number of events= 12
(32 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>lz|)
ciclinablpos 1.085 2.958 0.667 1.63 0.1

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
ciclinabDlpos 2.96 0.338 0.8 10.9

Cconcordance= 0.623 (se = 0.075 )
Rsquare= 0.048 (max possible= 0.783 )
Likelihood ratio test= 3.05 on 1 df, p=0.0
wald test = 2.64 on 1 df, p=0.104
Score (logrank) test = 2.91 on 1 df, p=0.0

Supervivencia y bcl-2
Test log rank

n=65, 29 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V

bcl12=neg 50 6 8.44 0.706 3.07
bcl12=pos 15 5 2.56 2.331 3.07
Chisq= 3.1 on 1 degrees of freedom,

p= 0.0799

Modelo de Cox

n= 65, number of events= 11
(29 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>|z]|)

188



INFECCION POR EL VEB EN PACIENTES PEDIATRICOS Y ADULTOS AFECTOS DE LH

bcl1-2pos 1.024 2.783 0.606 1.69 0.091 .

Signif. codes: 0 *‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 °.

exp(coef) exp(-coef) lower .95 upper .95
2.78 0.359 0.849 9.13

concordance= 0.592 (se = 0.067 )
Rsquare= 0.04 (max possible= 0.741 )
Likelihood ratio test= 2.66 on 1 df, p=0.
wald test = 2.85 on 1 df, p=0.0912
Score (logrank) test = 3.11 on 1 df, p=0

bcT-2pos

Supervivencia y bcl-xl
Test log rank

n=67, 27 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
5 1.67 3.02

Bcl-x1=neg 30 2 4.8

Bc1-x1=pos 37 9 6.15 1.32 3.02
Chisq= 3 on 1 degrees of freedom,

p= 0.0821

Modelo de Cox

0.1 ¢

1

coxph(formula = Surv(superviv, status) ~ bcl-x1, data = dades)

n= 67, number of events= 11
(27 observations deleted due to missingness)

coef exp(coef) se(coef) z Pr(>lzl|)
bcl1-x1pos 1.264 3.539 0.782 1.62 0.1
exp(coef) exp(-coef) Tower .95 upper .95
bc1-x1pos 3.54 0.283 0.764 16.4
concordance= 0.622 (se = 0.078 )
Rsquare= 0.048 (max possible= 0.733 )
Likelihood ratio test= 3.29 on 1 df, p=0.0697
wald test = 2.61 on 1 df, p=0.106
Score (logrank) test = 2.98 on 1 df, p=0.0845

Supervivencia y Ciclina E

n=65, 29 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
ciclinaE=neg 12 2 2.12 0.00653 0.00811
ciclinaE=pos 53 9 8.88 0.00156 0.00811

Chisg= 0 on 1 degrees of freedom,
p= 0.928
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Supervivencia y Ciclina A

n=64, 30 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
ciclinaA=neg 13 1 2.37 0.793 1.02
ciclinaA=pos 51 10 8.63 0.218 1.02

Chisg= 1 on 1 degrees of freedom,
p= 0.313

Supervivencia y Ciclina B1

n=65, 29 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (O-E)A2/V
ciclinaBl=neg 14 2 2.65 0.1593 0.206
ciclinaBl=pos 51 10 9.35 0.0451 0.206

Chisg= 0.2 on 1 degrees of freedom,
p= 0.65

Supervivenciay p21

n=65, 29 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
p2l=neg 40 7 6.79 0.00652 0.0172
p21=pos 25 4 4.21 0.01052 0.0172

Chisg= 0 on 1 degrees of freedom,
p= 0.896

Supervivencia y p53

n=61, 33 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
p53=neg 49 10 8.81 0.162 0.827
p53=pos 12 1 2.19 0.650 0.827

Chisg= 0.8 on 1 degrees of freedom,
p= 0.363

Supervivenciay p16

n=60, 34 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
pl6=neg 15 1 2.84 1.196 1.64
pl6=pos 45 10 8.16 0.417 1.64
Chisq= 1.6 on 1 degrees of freedom,
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p= 0.2

Supervivencia y bax

n=61, 33 observations deleted due to missingness.

N Observed Expected (0-E)A2/E (0-E)A2/V
bax=neg 22 4 3.98 0.000147 0.000232
bax=pos 39 7 7.02 0.000083 0.000232

Chisg= 0 on 1 degrees of freedom,
p= 0.988
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