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RESUMEN TESIS 

La diferenciación plasmocelular es un fenómeno relativamente frecuente en algunos linfomas 

no-Hodgkin, estos linfomas presentan un bloqueo incompleto de la diferenciación 

plasmocelular. La diferenciación plasmocelular se ha observado ocasionalmente en MCL y 

CLL 
1-7

.  

En el caso del MCL se ha visto que el subtipo indolente, que se caracteriza por ser SOX11-, 

presenta ciertos niveles de diferenciación plasmocelular 
8-10

. Se ha descrito que el 

silenciamiento de SOX11 produce una reducción de los niveles de PAX-5, permitiendo así 

una diferenciación plasmocelular temprana 
11

. En el MCL es muy importante la detección de 

SOX11, sobre todo en los casos ciclina D1 negativos, ya que este factor de transcripción 

puede segregar los pacientes según el pronóstico 
12-15

. No obstante, debido a la elevada 

homología que existe entre SOX11 y SOX4, la discriminación entre ambas proteínas dificulta 

la tarea en el diagnóstico de rutina 
16,17

. En esta tesis doctoral, hemos determinado que los 

anticuerpos más relevantes para la detección de SOX11 son el anti-SOX11
143

 y el anti-

SOX11
MRQ-58

. Por western blot, el anti-SOX11
MQR-58 

parece ser el anticuerpo más sensible y 

más específico. Por el contrario, en IHQ el anti-SOX11
MQR-58 

detecta la proteína con menos 

sensibilidad, siendo SOX11
143

 la mejor opción para IHQ. Además, hemos podido observar 

que dos poblaciones celulares, las células foliculares dendríticas y las células de las vénulas 

del endotelio alto, también son SOX11+, aunque serán necesarios más estudios para 

determinar si podría ser un marcador para estas células y para los tumores derivados de ellas.  

En la CLL se ha visto que la diferenciación plasmocelular estaba vinculada a la expresión de 

BLIMP-1 
5,6

, el principal regulador de la diferenciación a célula plasmática. No obstante, los 

pacientes con CLL no presentan una diferenciación total a célula plasmática 
18

. En esta tesis 

hemos estudiado un conjunto de 137 pacientes, en los cuales hemos visto que la expresión de 
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BLIMP-1 es mucho más frecuente de lo previamente descrito 
6
. Hemos encontrado mediante 

western blot, que la expresión mayoritaria en los pacientes de CLL, tanto en tejido como en 

sangre periférica, era la isoforma alternativa BLIMP-1Δ6, independientemente del factor de 

splicing SF3B1. Hemos visto que esta isoforma estaba presente tanto en el núcleo como en el 

citoplasma, pero mayoritariamente en este último, lo que podría facilitar su interacción con 

las otras isoformas de BLIMP-1. Mediante la estimulación de las células, derivadas de 

pacientes de CLL, hemos visto que se producía una diferenciación parcial de las células, 

aumentando BLIMP-1α, IRF-4 y CD38. En cambio, se mantenían algunos de los factores que 

definen la identidad de célula B, como PAX-5 o CD19. Además no variaba la expresión de la 

isoforma alternativa BLIMP-1Δ6. Por lo tanto, la expresión de la isoforma BLIMP-1Δ6 

podría ser el responsable del bloqueo de la diferenciación plasmocelular en la CLL. Serían 

necesarios más estudios para esclarecer el mecanismo por el cual la CLL expresa esta 

isoforma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

LISTA DE ARTÍCULOS 

Esta tesis ha sido generada a partir de los siguientes trabajos, a los que se hace referencia en el 

texto con los números romanos I y II: 

 

I: Soldini D, Valera A, Solé C, Palomero J, Amador V, Martin-Subero JI, Ribera-Cortada I, 

Royo C, Salaverria I, Beà S, Gonzalvo E, Johannesson H, Herrera M, Colomo L, Martinez A, 

Campo E. Assessment of SOX11 expression in routine lymphoma tissue sections: 

characterization of new monoclonal antibodies for diagnosis of mantle cell lymphoma. 

Am J Surg Pathol. 2014 Jan; 38(1): 86-93. PMID: 24145648 

 

II: Solé C, Martínez D, Giné E, Gonzalez-Farre B, Pérez-Galán P, Roncador G, Campo E, 

Matutes E, López-Guillermo A, Roué G*, Martinez-Pozo A*. Expression of a truncated B 

lymphocyte-induced maturation protein-1 isoform is associated with an incomplete 

plasmacytic differentiation program in chronic lymphocytic leukaemia. Leuk Lymphoma. 

2017 Jun; 2: 1-4. PMID: 28573896 

* GR y AM comparten la autoría principal de este manuscrito 

 

 

Las reimpresiones se hicieron con el permiso de los respectivos editores. 

 

 



4 
 

Otros trabajos publicados por el autor asociados con esta tesis: 

 

1. Martinez D, Valera A, Perez NS, Sua Villegas LF, Gonzalez-Farre B, Sole C, Gine E, 

Lopez-Guillermo A, Roue G, Martinez S, Sant F, Warzocha K, Robak T, Czader M, 

Villamor N, Colomo L, Campo E, Martinez A. Plasmablastic transformation of 

low-grade B-cell lymphomas: report on 6 cases. Am J Surg Pathol. 2013 

Feb;37(2):272-81. PMID: 23282972 

 

2. Gonzalez-Farre B, Rovira J, Martinez D, Valera A, Garcia-Herrera A, Marcos MA, 

Sole C, Roue G, Colomer D, Gonzalvo E, Ribera-Cortada I, Araya M, Lloreta J, 

Colomo L, Campo E, Lopez-Guillermo A, Martinez A. In vivo intratumoral 

Epstein-Barr virus replication is associated with XBP1 activation and early-onset 

post-transplant lymphoproliferative disorders with prognostic implications. Mod 

Pathol. 2014 Dec;27(12):1599-611. PMID: 24762547 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

TABLA DE CONTENIDOS 

LISTADO DE ABREVIACIONES ........................................................................................... 7 

INTRODUCCIÓN ................................................................................................................... 13 

1. BIOLOGÍA DE LOS LINFOCITOS B ............................................................................ 15 

1.1. Desarrollo independiente de antígeno ....................................................................... 16 

1.1.1. Selección positiva y negativa de los linfocitos ................................................... 19 

1.2. Desarrollo dependiente de antígeno: Centro germinal .............................................. 20 

1.2.1. Formación del centro germinal........................................................................... 20 

1.2.2. Reacción del centro germinal ............................................................................. 22 

1.3. Regulación del desarrollo post-GC de los linfocitos B ............................................. 25 

1.3.1. Célula plasmática ............................................................................................... 26 

1.3.2. Linfocitos B de memoria .................................................................................... 28 

1.3.3. BLIMP-1 ............................................................................................................ 28 

2. LINFOMAGÉNESIS Y LINFOMAS NO-HODGKIN (NHLs) ...................................... 33 

2.1. Linfoma de células del manto (MCL) ....................................................................... 35 

2.1.1. SOX11 ................................................................................................................ 39 

2.1.2. Tratamiento del MCL ......................................................................................... 40 

2.2. Leucemia linfática crónica (CLL) ............................................................................. 42 

2.2.1. Tratamiento de la CLL ....................................................................................... 47 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS .................................................................................................... 49 

RESULTADOS ........................................................................................................................ 53 



6 
 

ARTÍCULO I ........................................................................................................................ 55 

ARTÍCULO II ...................................................................................................................... 67 

DISCUSIÓN ............................................................................................................................. 77 

CONCLUSIONES ................................................................................................................... 89 

ANEXO I .................................................................................................................................. 93 

REFERENCIAS ..................................................................................................................... 103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

LISTADO DE ABREVIACIONES 

ABC-DLBCL Linfoma difuso de células grandes tipo activado (Activated B Cell-like – Diffuse 

Large B-Cell Lymphoma) 

AID  Desaminasa de citidina inducida por activación (Activation-Induced cytidine 

Deaminase) 

AKT Serina-treonina quinasa tipo 1 (serine/threonine kinase 1) 

ARF Factor de ribosilación – ADP (ADP-Ribosylation Factor) 

ATM Ataxia telangictasia mutado (Ataxia Telangiectasia Mutated) 

 

BCL-1 Ciclina D1 (cyclin D1) (= CCND1) 

BCL-2 Proteína 2 de la leucemia/linfoma de células B (B Cell Leukemia / Lymphoma 2) 

BCL-6  Proteína 6 de la CLL / linfoma de células B (B-Cell CLL / Lymphoma protein 6) 

BCR Receptor de antígenos de la célula B (B-Cell Receptor) 

BIRC3 Baculoviral IAP Repeat Containing 3 

BL Linfoma de Burkitt (Burkitt Lymphoma) 

BLIMP-1 Factor de transcripción inducido por linfocitos B (B-lymphocyte-induced 

transcription factor) 

BTK Tirosina quinasa de Bruton (Bruton Tyrosine Kinase) 

 

CCND1 Ciclina D1 (cyclin D1) 

CCND2  Ciclina D2 (cyclin D2) 

CCND3 Ciclina D3 (cyclin D3) 

CD20 Cúmulo de diferenciación 6 (Cluster of Differentiation 20) 

CD38 Cúmulo de diferenciación 38 (Cluster of Differentiation 38)   

CD40 Cúmulo de diferenciación 40 (Cluster of Differentiation 40) 

CD40L Ligando para el cúmulo de diferenciación 40 (Cluster of Differentiation 40 Ligant) 

CD136 Cúmulo de diferenciación 136 (Cluster of Differentiation 136) 

CDK4/6 Quinasa 5 y 6 dependiente de ciclina (Cyclin-Dependent Kinase 4/6) 

CDKN2A Inhibidor 2A de la quinasa dependiente de ciclina (Cyclin Dependent Kinase 

inhibitor 2A) 

CHK2 Quinasa 2 del punto de control (Check Point Kinase 2) 
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CIITA Transactivador del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (Class II 

Major Histocompatibility Complex Transactivator) 

CLL  Leucemia linfática crónica (Chronic Lymphocytic Leukaemia) 

CLPs Progenitores linfocíticos comunes de la medula ósea (Common Lymphoid 

Progenitors) 

CMP Progenitor mielocítico común (Common Myeloid Progenitor) 

CNAs Alteración del número de copias (Copy Number Alterations) 

CR Remisión completa (Complete Remission) 

CREBBP Proteína de unión a CREB (CREB Binding Protein) 

CSR Cambio de isotipo (Class Switch Recombination) 

CXCR4 C -X- C receptor de quimiocinas tipo 4 (C-X-C chemokine Receptor type 4)  

 

DCs Células dendríticas (Dendritic Cell) 

DLBCL Linfoma difuso de células grandes (Diffuse Large B-Cell Lymphoma) 

DNA Ácido desoxirribonucleico (DesoxyriboNucleic Acid) 

dNTPs Desoxirribonucleótidos (desoxynucleotide) 

DTT Ditiotreitol 

 

ELP Progenitor linfocítico temprano (Early Lymphoid Progenitor) 

ETP Precursores del linaje de células T del timo (Early Thymic Progenitors) 

EUA Estados Unidos de América 

 

FBS Suero fetal de vaca (Fetal Bovine Serum) 

FDA Administración de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos (Food and 

Drug Administation) 

FDC Célula dendrítica folicular (Follicular Dendritic Cell) 

FL Linfoma folicular (Follicular Lymphoma) 

 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GlycerAldehyde 3-Phosphate 

DeHydrogenase)  

GCB-DLCBL Linfoma difuso de células grandes tipo centro germinal (Germinal Center B cell-

like – Diffuse Large B-Cell Lymphoma) 

GEP Perfil de expresión génica (Gene Expression Profiling) 
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H3 Histona H3 

H3K9 Lisina 9 de la histona 3 (Histone H3 Lysine 9) 

H4 Histona H4 

HCL Leucemia de células peludas (Hairy Cell Leukaemia) 

HDAC Histona deacetilasa (Histone DeACetilase) 

HL Linfoma de Hodgkin (Hodgkin Lymphoma) 

HMG Grupo de alta movilidad (High Mobility Group) 

HRP Peroxidasa del rábano picante (HorseRadish Peroxidase)  

 

Ig Inmunoglobulinas 

IgH Cadena pesada de las inmunoglobulinas (Immunoglobulin Heavy chain) 

IGHV Región variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (ImmunoGlobulin 

Heavy Variable) 

ILC Células linfoides innatas (Innate Lymphoid Cells) 

IRF-4 Factor regulador del interferón 4 (Interferon-Regulatory Factor 4) 

ISMCN Neoplasia de células del manto in situ (In Situ Mantle Cell Neoplasm) 

 

JAK2 Quinasa Janus 2 (Janus Kinase 2) 

 

LSD1 Demetilasa-1 específica de lisinas (Lysine-Specific histone Demethylase 1) 

 

MALT  Tejido linfático asociado a la mucosa (o linfoma asociado a este) (Mucosa 

Associated Lymphoid Tissue) 

MCL Linfoma de células del manto (Mantle Cell Lymphoma) 

M-CLL Leucemia linfática crónica con mutación en las regiones variables (Mutated-

Chronic Lymphocytic Leukaemia) 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex) 

MicroRNA MicroARN 

MITF Factor de transcripción asociado con microftalmia (Microphthalmia-associated 

Transcription Factor) 

MM Mieloma múltiple (Multiple Myeloma) 

M-MLVRT Transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina Moloney (Moloney Murine 

Leukemia Virus Reverse Transcription) 
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MPP Progenitor multipotente (MultiPotent Progenitors) 

mRNA ARN mensajero (messenger RNA)  

mTOR Diana mecanicista de la rapamicina (mechanistic Target Of Rapamycin) 

 

NF-κB Factor nuclear kappaB (Nuclear Factor kappa B) 

NGS Secuenciación de nueva generación (Next Generation Sequencing) 

NHLs Linfomas no-Hodgkin (Non-Hodgkin Lymphomas) 

NKs Linfocitos citolíticos naturales (Natural Killer) 

 

ORR Tasa de respuesta global (Overall Response Rate) 

OS Supervivencia global (Overall Survival) 

 

PAX-5 Proteína de caja apareada 5 (Paired box protein 5) 

PCR Reacción en la cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

Pd(N6) Cebadores aleatorios (hexámero)  

PEST Prolina (P), ácido glutámico (E), serina (S) y treonina (T)  

PFS Supervivencia libre de progresión (Progression Free Survival) 

PHSCs Células madre hematopoyéticas pluripotentes (Pluripotent Hematopoietic Stem 

Cells) 

PMLB Linfoma B primario mediastínico (Primary Mediastinal Large B-cell lymphoma) 

PRDI-BF1 Factor de unión al dominio I regulador positivo del gen de interferón beta (beta-

interferon gene positive-regulatory domain I binding factor) 

PRDM Proteína con dedos de zinc y dominio PR (PR domain zing finger protein) 

 

RAG1/RAG2 Gen activador de la recombinación 1 / 2 (Recombination Activating gene 1/2) 

RB1 Retinoblastoma 1 

R-CHOP Rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona 

RNA Ácido ribonucleico (RiboNucleic Acid) 

RT-PCR Reacción en la cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction) 

RTU Listo para usar (Ready To Use) 
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SCS Seno subcapsular 

SF3B1 Subunidad 1 del factor de empalme (splicing) 3B (Splicing 

Factor 3B subunit 1) 

SHM Hipermutación somática (Somatic Hypermutation) 

SLL Linfoma linfocítico de células pequeñas (Small Lymphocytic Lymphoma) 

SOX11 Caja SRY 11 (SRY-box 11) 

SOX12/22 Caja SRY 12/22 (SRY-box 12/22) 

SOX4 Caja SRY 4 (SRY-box 4) 

STAT-3 Transductor de señal y activador de la transcripción 3 (Signal Transducer and 

Activator of Transcription 3) 

STAT-5 Transductor de señal y activador de la transcripción 5 (Signal Transducer and 

Activator of Transcription 5) 

 

TAD Dominio de transactivación (Trans-Activating Domain) 

TCR Receptor de antígenos de la célula T (T Cell Receptor) 

TdT Desoxiribonucleotidil transferasa (Terminal desoxynucleotidyl Transferase) 

TFH Linfocito T cooperador (Follicular Helper T cell) 

TP53 Proteína tumoral p53 (Tumour Protein p53) 

 

U-CLL Leucemia linfática crónica sin mutación en las regiones variables (Unmutated 

Chronic Lymphocytic Leukaemia) 

 

V Región variable inmunoglobulinas 

VLA-4 Antígeno de activación tardía-4 (Very Late Antigen-4) 

 

WHO  Organización mundial de la salud (World Health Organization) 

 

XBP-1  Proteína 1 de unión a la caja X (X-box Binding Protein 1) 

 

ZAP-70 Proteína kinasa 70 asociada a la cadena Z del receptor de las células T (Zeta chain 

of T-cell receptor Associated Protein kinase 70) 
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1. BIOLOGÍA DE LOS LINFOCITOS B 

Los linfocitos B son unas células que forman parte de la inmunidad adaptativa del sistema 

inmunitario. Los linfocitos B son los encargados de producir los anticuerpos o 

inmunoglobulinas, en respuesta a la exposición a los antígenos 
19-21

. Los anticuerpos se 

pueden presentar de dos formas distintas en los linfocitos B: unidos a la membrana, donde 

actúan como receptores para los antígenos, o bien, pueden ser secretados por las células 

plasmáticas, estos residen en la circulación, los tejidos y las mucosas, y neutralizan e impiden 

la entrada de los patógenos 
22

. Al inicio del desarrollo fetal, la generación de las células de la 

sangre, conocida como hematopoyesis, tiene lugar en unos islotes sanguíneos del saco 

vitelino 
23

 y en el mesénquima paraaórtico 
24,25

. Más tarde sucede en el hígado y en el bazo, y 

gradualmente va asumiendo esta función la médula ósea 
26

. 

El sistema linfático es una parte esencial del sistema inmunitario y está compuesto por los 

órganos linfáticos centrales o primarios y los órganos periféricos o secundarios. El timo y la 

médula ósea son los órganos linfáticos centrales, implicados en la producción y la selección 

de los linfocitos. Aunque tanto los linfocitos T como los B provienen de la médula ósea, su 

diferenciación se produce en localizaciones diferentes. En el caso de los linfocitos B su 

diferenciación continúa en la médula ósea, mientras que los linfocitos T se diferencian en el 

timo. Cuando se ha producido la diferenciación, los linfocitos maduros migran a través de la 

sangre a los órganos linfáticos periféricos. Los órganos linfáticos periféricos incluyen los 

nódulos linfáticos y los folículos linfáticos en las amígdalas, las placas de Peyer, el bazo y las 

adenoides, entre otros, los cuales están asociados al tejido linfoide asociado a la mucosa 

(MALT). Los linfocitos se mantienen en estos órganos como linfocitos maduros vírgenes, 

hasta que se desencadena una respuesta inmunitaria y los linfocitos entran en contacto con el 

antígeno 
27

. Así el desarrollo de los linfocitos B consta de una primera fase independiente de 
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antígeno, donde a partir de las células madre hematopoyéticas se desarrolla el linfocito B 

virgen que abandona la médula ósea y migra a los órganos linfáticos periféricos, donde se 

produce la segunda fase de desarrollo, dependiente de antígeno. En esta segunda fase los 

linfocitos B vírgenes entran en contacto con los antígenos, formando el centro germinal y 

produciendo finalmente las células de memoria o las células plasmáticas. 

 

1.1. Desarrollo independiente de antígeno 

El sistema hematopoyético genera constantemente un gran número de células especializadas a 

partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes (PHSCs), que tienen capacidad de 

auto-renovación y dan lugar a diferentes progenitores con una capacidad de diferenciación 

más restringida 
28-30

. Uno de los primeros precursores diferenciados es el progenitor 

multipotente (MPP) 
31

, que se encuentra en la bifurcación entre los linajes linfoide y 

mieloide. El MPP se puede diferenciar a progenitor mielocítico común (CMP) 
32

 o en 

progenitor linfocítico temprano (ELP) 
33

. En este momento se expresan los genes 

activadores de recombinación (RAG-1, RAG-2 y TdT) y empieza la reorganización del locus 

de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IgH) 
34,35

. Los ELPs pueden diferenciarse a 

precursores del linaje de células T del timo (ETPs) 
36

 o a progenitores linfocíticos 

comunes de la médula ósea (CLPs) 
37

. Y por último, los progenitores linfocíticos comunes 

pueden generar linfocitos B, linfocitos T, células dendríticas (DCs) y linfocitos citolíticos 

naturales (NKs) (Figura 1). 
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Figura 1. Esquema del sistema hematopoyético, desde las células madre hematopoyéticas pluripotentes (PHSCs) con 

capacidad de auto-renovación, hasta las células más especializadas, como los linfocitos B y T (Imagen a partir de diferentes 

reviews 38-40). 

 

A continuación, los linfocitos B pasan por diferentes fases, durante las cuales se desarrolla el 

receptor de antígenos (BCR) y pasamos de un linfocito pro-B a un linfocito inmaduro que 

abandona la médula (Figura 2).  

Los linfocitos pro-B expresan una forma precursora del BCR, compuesta por las proteínas 

transductoras de señales, la inmunoglobulina α (Igα) e Igβ, y calnexina (pro-BCR) 
41,42

. 

Durante este estadio se inicia la recombinación del segmento del gen de las inmunoglobulinas 

y se formará una cadena pesada completa (Igµ). La expresión de Igµ marca la transición a la 

fase de célula pre-B 
43-45

. 

PHSCs MPPs

ELPs

CMPs

CLPs

ETPs

Linfocito pro-B

Célula pro-NK

Célula 
Dendrítica

Linfocito pro-T

Linaje mieloide

Linaje eritroide
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Figura 2. Esquema de la diferenciación de los linfocitos B. Representación de los tipos de receptor presentes en cada 

estadio de diferenciación y sus respectivos reordenamientos 46,47. 

 

En los linfocitos pre-B, la cadena pesada μ se asocia a las proteínas λ5 y VpreB, también 

denominadas cadenas ligeras subrogadas, que son homólogas a las cadenas ligeras κ y λ 

pero que son invariables. Estos complejos forman el receptor de los linfocitos pre-B (pre-

BCR) 
48-51

. Cuando se forma el pre-BCR, el receptor envía señales para inhibir la 

reorganización de la cadena pesada del otro cromosoma, este fenómeno se conoce como 

exclusión alélica 
52-54

. La exclusión alélica garantiza que todos los linfocitos B expresen un 

único receptor, manteniendo así la especificidad clonal 
55

. En esta fase de la maduración, cada 

linfocito B también reorganiza el gen de la cadena ligera, κ o λ, y produce una proteína que 

remplazará las cadenas ligeras subrogadas, esta se asocia a la cadena μ sintetizada 

previamente para producir una proteína IgM completa 
56

. El locus κ se reorganiza después de 

la reorganización de la cadena pesada y antes de la reorganización del gen λ, de manera que la 

producción de las cadenas ligeras κ inhibe la reorganización del locus λ 
57,58

. El locus λ sólo 
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experimentará recombinación si no se puede producir una cadena ligera κ o en el caso que se 

dé edición del receptor, que veremos más adelante. Por tanto, un clon de linfocitos B 

individual puede producir sólo uno de los dos tipos de cadenas ligeras durante su vida, a eso 

se le denomina exclusión isotípica de las cadenas ligeras 
59

.  

La cadena ligera producida forma un complejo con la cadena pesada μ, previamente 

sintetizada, y las moléculas de IgM ensambladas se expresan en la superficie celular asociadas 

a Igα e Igβ (BCR). En este momento los linfocitos B inmaduros abandonan la médula ósea y 

completan su maduración en los órganos linfáticos periféricos. 

 

1.1.1. Selección positiva y negativa de los linfocitos 

A lo largo del desarrollo de los linfocitos B se han descrito diferentes puntos de control, en los 

cuales se comprueba la competencia del nuevo receptor y se asegura la generación de 

linfocitos B maduros que expresen receptores que no reaccionen a antígenos propios y sean 

funcionalmente sensibles. Cuando un linfocito B no cumple alguno de estos dos requisitos 

deja la vía del desarrollo y entra en apoptosis en la médula ósea.  

Los linfocitos B que expresan receptores defectuosos o auto-reactivos experimentan una 

reorganización secundaria de los genes de las inmunoglobulinas, para reemplazar este 

receptor antes de entrar en apoptosis. La expresión del receptor y su correcta cascada de 

señalización se conoce como selección positiva 
60,61

, en cambio, cuando el BCR reconoce 

antígenos propios con elevada afinidad hablamos de selección negativa 
62

. En ambos casos se 

produce edición del receptor (Figura 5A), que puede darse tanto en la cadena pesada como 

en la ligera de las inmunoglobulinas, aunque el proceso de cada una de ellas es distinto 
62

. 
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1.2. Desarrollo dependiente de antígeno: Centro germinal  

Los linfocitos B que han experimentado una correcta recombinación V(D)J y que expresan un 

BCR funcional, migran como linfocitos vírgenes de la médula ósea a los órganos linfáticos 

periféricos. El centro germinal se forma a partir de la proliferación de células B activadas en 

los folículos de los tejidos linfáticos 
63

.  

1.2.1. Formación del centro germinal  

Los tejidos linfáticos están estructurados en folículos primarios que están compuestos 

mayoritariamente por linfocitos B vírgenes (IgM
+
IgD

+
), separados entre ellos por la región 

interfolicular y limitando con los folículos tenemos el área rica en linfocitos T (conocida 

como corteza parafolicular) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Morfología de un ganglio linfático. Dibujo esquemático de un ganglio linfático con las diferentes partes que lo 

forman 64. 
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El primer paso para la formación del centro germinal es la activación de los linfocitos B 

vírgenes, producida por contacto con un antígeno externo dentro del folículo primario y la 

activación de los linfocitos T en la corteza parafolicular 
63,64

 (Figura 4). Una vez activados, 

tanto los linfocitos B como los T migran hacia la región interfolicular e interaccionan. La 

interacción se da a través de dos pares de moléculas CD40L/CD40 y TCR/MHC, las primeras 

propias de los linfocitos T y las segundas de los linfocitos B 
65

. A través de esta unión, los 

linfocitos B están totalmente activados y los linfocitos T adquieren el fenotipo de linfocito T 

cooperador (TFH) 
66

. El día 3 después de la inmunización, los linfocitos T cooperadores 

migran de la región interfolicular al interior del folículo. En este punto, algunas de las células 

B activadas se diferencian directamente a células secretoras de anticuerpos o células de 

memoria, en una región adyacente al seno subcapsular (SCS) 
67,68

. El día 4 después de la 

inmunización, las células B que no siguen este proceso migran al centro del folículo, 

caracterizado por una densa red de células dendríticas foliculares, y empiezan a proliferar, lo 

que provoca un desplazamiento del resto de linfocitos B vírgenes que no se han diferenciado a 

la periferia, formando la zona del manto 
63

. En este punto se inicia la formación del centro 

germinal rodeado por la zona del manto, esta estructura también se conoce como folículo 

secundario. A partir de aquí, 5-6 días después de la inmunización, los linfocitos B activados 

proliferan rápidamente provocando un aumento del tamaño del centro germinal, hasta el día 7, 

punto en el cual el centro germinal está completamente establecido y polarizado en dos 

microambientes, que se conocen como zona oscura y zona clara 
69

 (Figura 4).  

La zona oscura está formada por un gran número de linfocitos B activados, conocidos como 

centroblastos, que proliferan en una red de células reticulares y expresan CXCL-12. Este tipo 

celular es parecido a las células dendríticas foliculares de la zona clara 
70

. La zona clara no 

presenta tantos linfocitos B como la zona oscura (en este caso se denominan centrocitos) y 

está formada por otros tipos celulares como linfocitos TFH, células dendríticas foliculares y 
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macrófagos 
69

. La zona oscura y la zona clara del centro germinal, se organiza en base a la 

expresión de receptores de quimiocinas CXCR4 y CXCR5, respectivamente 
71

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Formación del centro germinal. Esquema de los eventos que ocurren durante los 7 días posteriores al contacto 

con el antígeno, desde el folículo primario al folículo secundario, conduciendo a la formación del centro germinal y su 

polarización en dos microambientes: zona clara y zona oscura 72. SCS, seno subcapsular. 

 

1.2.2. Reacción del centro germinal 

Los linfocitos B del centro germinal proliferan rápidamente en la zona oscura, donde se 

produce la hipermutación somática para diversificar aún más los genes de la porción variable 

de las inmunoglobulinas.  
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La hipermutación somática (SHM) es un proceso que modifica la región variable de las 

inmunoglobulinas de los linfocitos B durante la respuesta inmunitaria. La SHM está asociada 

a roturas de cadena del DNA y la introducción de cambios de un nucleótido 
73

, pero también a 

pequeñas deleciones y duplicaciones 
74

. La SHM produce diferentes clones de linfocitos B 

con un amplio rango de afinidades para reconocer al antígeno (Figura 5B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Procesos moleculares que modifican los genes que forman las inmunoglobulinas. (A) Edición del receptor, 

produciendo nuevas combinaciones de los segmentos génicos que forman los genes de las inmunoglobulinas. (B) 

Hipermutación somática (SHM), mutaciones puntuales que se producen para mejorar la afinidad con el antígeno. (C) Cambio 

de isotipo (CSR), proceso que cambia la clase o isotipo de los anticuerpos, pueden pasar de IgM a IgG, IgE o IgA, para 

cambiar su función efectora (Modificado 75). 

 

Edición del receptor

A C

Hipermutación somática
(SHM)

B

Cambio de isotipo (CSR)
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Seguido de la SHM en la zona oscura, los linfocitos B migran a la zona clara, donde los que 

tienen anticuerpos de elevada afinidad son seleccionados positivamente. Se ha demostrado 

que esta selección de los linfocitos B se produce principalmente por la competición directa del 

antígeno presentada por los linfocitos TFH 
76,77

. Además del papel fundamental de los 

linfocitos TFH, la selección positiva de los linfocitos B en el centro germinal también está 

regulada limitando el acceso al antígeno, depositado en las células dendríticas foliculares 
76

. 

Una vez se ha producido la selección positiva, un grupo de linfocitos B de la zona clara entra 

de nuevo en la zona oscura (recircularización), mientras otros experimentan lo que se conoce 

como cambio de isotipo (CSR), antes de que se produzca la recirculación zona clara-zona 

oscura. En otros casos se produce el cambio de isotipo seguido directamente de la 

diferenciación 
78,79

. Los linfocitos B generados en la zona clara del centro germinal que 

producen anticuerpos desfavorables incapaces de capturar suficiente antígeno, entran en 

apoptosis (Figura 6).  

El cambio de isotipo (CSR) es un proceso, a nivel de DNA, por el cual los anticuerpos 

producidos por los linfocitos B activados cambian el isotipo de la cadena pesada, pasan de 

producir IgM e IgD a producir IgG, IgA o IgE. El cambio de isotipo cambia las funciones 

efectoras de los anticuerpos 
80

 (Figura 5C).  

La recirculación entre estas dos zonas facilita varias rondas de mutación y selección de los 

clones. Después de este proceso, los centrocitos con receptores de elevada afinidad se 

diferencian a células plasmáticas o a células de memoria (Figura 6).  
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Figura 6. Esquema de la reacción del centro germinal. Procesos y recirculación que se produce en el centro germinal 

cuando se ha activado un linfocito B, para acabar produciendo células plasmáticas secretoras de anticuerpos o bien células de 

memoria 72,81. 

 

1.3. Regulación del desarrollo post-GC de los linfocitos B 

Cuando los linfocitos B vírgenes encuentran un antígeno pueden diferenciarse a dos tipos 

celulares distintos: células plasmáticas o linfocitos B de memoria. Las células plasmáticas son 

las responsables de una respuesta rápida en la actual infección o desafío inmunológico, 

mientras que las células de memoria son las responsables de producir una respuesta rápida a 

los posteriores desafíos inmunológicos. Se requieren diferentes reguladores transcripcionales 

para mantener el programa de célula B, el de célula plasmática o el de linfocito B de memoria. 

Muchos de estos factores de transcripción específicos de una etapa reprimen los factores 
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necesarios en la etapa de desarrollo alternativa, estableciendo programas de expresión génica 

que se excluyen mutuamente. 

Los procesos que inducen a los linfocitos B del centro germinal a diferenciarse a células 

plasmáticas o células B de memoria son bastante desconocidos, aparte de la señalización a 

través del BCR 
82

, se han identificado algunos factores de transcripción de los cuales 

entraremos en profundidad en la siguiente sección.  

1.3.1. Célula plasmática 

La diferenciación a célula plasmática requiere la inactivación y la activación de determinados 

factores de transcripción, permitiendo la transformación de linfocitos B maduros a células 

plasmáticas secretoras de anticuerpos. Se ha descrito, que es necesaria la expresión de factores 

de transcripción propios de las células plasmáticas (BLIMP-1, XBP-1 e IRF-4) y la 

inactivación de factores de transcripción que definen los linfocitos B del centro germinal 

(PAX-5, BCL-6 y MITF).  

Para la diferenciación plasmocelular es necesaria la inactivación funcional del factor de 

transcripción PAX-5, esencial para mantener la identidad de linfocito B maduro, linfocito B 

virgen, linfocito del centro germinal y de célula de memoria 
83

. La inhibición de PAX-5 lleva 

a la formación de un tipo celular conocido como “pre-plasmablasto”, capaz de secretar bajos 

niveles de anticuerpos 
84

. Un segundo fenómeno es la regulación negativa de BCL-6, el cual 

termina el programa transcripcional de centro germinal y permite a los linfocitos B 

diferenciarse a células de memoria o células plasmáticas 
85

. Además, BCL-6 es un factor de 

transcripción necesario para la generación del centro germinal 
86

. Y el tercer factor que 

también requiere ser inactivado es MITF, imprescindible para mantener los linfocitos B 
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Linfocito B y centro germinal
- Respuesta a señales del BCR
- Respuesta a citoquinas
- Respuesta a estimulación del TLR
- Proliferación
- Cambio de isotipo 
- Maduración de la afinidad

Célula plasmática
- Secreción de inmunoglobulinas
- Cese del ciclo celular
- Cambios en proteínas de superficie                           

celular

Linfocito B Célula plasmática

maduros en un estado de reposo e inhibe la expresión de factores de transcripción necesarios 

para la diferenciación plasmocelular 
87

.  

Por otro lado, es necesaria la expresión de BLIMP-1, se ha visto que la expresión exógena de 

BLIMP-1 induce la diferenciación plasmablástica de las células 
88

. BLIMP-1 actúa por 

encima de XBP-1, factor necesario para desarrollar el fenotipo secretor de las células 

plasmáticas 
89,90

. Y finalmente, es necesaria la expresión de IRF-4, regulador esencial de la 

diferenciación plasmocelular 
91,92

. IRF-4 tiene un papel importante en la proliferación inicial 

de los linfocitos B maduros, donde no se requiere la participación de BLIMP-1 ni XBP-1 
93

. 

Se ha sugerido que este factor de transcripción actuaría por encima o en paralelo a BLIMP-1 

en la generación de células plasmáticas 
91,92

. Varios estudios concluyen que la expresión de 

BLIMP-1, XBP-1 e IRF-4 está regulada independientemente, pero los tres factores de 

transcripción son necesarios para completar la diferenciación a célula plasmática 
84

. La 

deficiencia individual de alguno de estos factores tiene efectos dramáticos en el desarrollo 

plasmocelular de los linfocitos B 
89,91-93

 (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Regulación de los factores de transcripción que definen los linfocitos B y las células plasmáticas. Los factores 

de transcripción típicos de linfocitos B del centro germinal inhiben la expresión de los factores propios de las células 

plasmáticas. En el estadio de célula plasmática es BLIMP-1 el que reprime los genes propios del centro germinal 94. 
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1.3.2. Linfocitos B de memoria 

La regulación para el desarrollo de los linfocitos B de memoria está menos clara. Se ha 

sugerido que la fosforilación de STAT-5 dirige la diferenciación mediante la regulación de la 

expresión de BCL-6 
95

, el cual tiene un papel importante en el desarrollo de las células B de 

memoria 
96

. El papel de STAT-5 en la generación de linfocitos B de memoria no está 

totalmente definido ya que existen resultados contradictorios en lo relativo a su función 
96-98

. 

Además, las células B de memoria continúan expresando PAX-5, de manera que, la 

inactivación o no de PAX-5 en las células del centro germina marca el destino final de estos 

linfocitos, hacia célula plasmática o hacia linfocito B de memoria. 

Por último, la estimulación a través de CD40 tiene un papel importante en la generación de 

linfocitos B de memoria. Pero queda aún por determinar si, la estimulación continuada dirige 

los linfocitos a través de la vía de linfocito B de memoria o, si la eliminación de la 

señalización es un pre-requisito necesario en la diferenciación a célula plasmática in vivo 
99

.  

1.3.3. BLIMP-1 

El gen que codifica para BLIMP-1, también conocido como PRDI-BF1 o PRDM1, se 

localiza en el cromosoma 6 (q21-q22.1) 
100

. Este gen se transcribe a un factor de transcripción 

que regula una gran variedad de genes implicados en la diferenciación en múltiples líneas 

celulares.  

BLIMP-1 es un miembro de la familia génica PRDM, la cual tiene entre 16-17 miembros en 

los mamíferos y que se caracteriza por la presencia de un dominio PR y un número variable 

de dedos de zinc. En el caso de BLIMP-1, este tiene 5 dedos de zinc con capacidad de unión 

al DNA, aunque parece que sólo los dos primeros son necesarios para unirse a las secuencias 



 

29 
 

INTRODUCCIÓN 

diana 
101

. BLIMP-1 también contiene dos regiones ácidas (una en el extremo N-terminal y la 

otra en el C-terminal), una región rica en prolina y una secuencia PEST (Figura 8). El 

dominio PR tiene similitud con el dominio SET, un dominio catalítico que tiene actividad 

metiltransferasa, específica para residuos de lisina en las histonas H3 y H4 
102

. Aunque la 

forma activa de BLIMP-1 se ha considerado típicamente un monómero, se ha demostrado que 

BLIMP-1 puede dimerizar cuando está sobreexpresado 
103

. 

El gen PRDM1 genera varias isoformas de la proteína, las dos isoformas mayoritarias, 

designadas como BLIMP-1α y BLIMP-1β, surgen de promotores alternativos 
104

 (Figura 8). 

La forma completa de la proteína, BLIMP-1α (98kDa), es responsable de la diferenciación a 

célula plasmática 
105,106

. Por el contrario, BLIMP-1β (80kDa) se transcribe a partir de un 

nuevo promotor y contiene un exón adicional, 1β, que se localiza por delante del exón 4 de la 

forma completa 
104

. Como consecuencia, la proteína BLIMP-1β ha perdido los primeros 101 

aminoácidos de la isoforma BLIMP-1α y contiene 3 nuevos, fusionando los aminoácidos 102-

789 de la isoforma BLIMP-1α. Como BLIMP-1β contiene el dominio de unión al DNA pero 

tiene el dominio regulador afectado, se ha sugerido que este podría inhibir las funciones de 

BLIMP-1α 
104

. En los linfocitos B normales, los niveles de mRNA de BLIMP-1β son 

considerablemente más bajos que los niveles de la forma completa 
104

. La isoforma PRDM1β, 

la cual ha perdido la mayoría del dominio PR, tiene capacidad reducida de represión de los 

genes diana, sugiriendo que el dominio PR contribuye en la represión 
104

.  

En ratón, el exón 7 de PRDM1 está sujeto a splicing alternativo, lo que conlleva a la 

producción de una proteína que ha perdido el segundo dedo de zinc, parte del primero y del 

tercero, de ahí, que se haya predicho que no es funcional 
107

. Una isoforma similar se ha 

descrito en humanos, en este caso el exón sujeto a splicing alternativo es el exón 6, BLIMP-

1Δ6 (≈85kDa) 
103

 (Figura 8). A pesar de la pérdida de unión al DNA, la expresión de la 

isoforma Δexon7 en ratón, afecta la proliferación y la apoptosis cuando se expresa en líneas 
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celulares B inmaduras y puede inhibir la actividad de la forma completa BLIMP-1α, 

supuestamente por la formación de heterodímeros no funcionales. La isoforma BLIMP-1Δ7 

se expresa preferentemente en los linfocitos B vírgenes, donde podría estar regulando los 

niveles de BLIMP-1α para mantenerlos bajos durante esta etapa 
103

.  

Los genes de la familia PRDM codifican para diferentes isoformas de mRNA, estas isoformas 

alternativas codifican para proteínas que afectan la función de la otra isoforma 
104,108,109

. Este 

mecanismo no sólo se ha descrito en la familia PRDM, sino también en otros factores de 

transcripción con motivos de dedos de zinc 
110-112

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Isofomas de BLIMP-1 presentes en humanos. A partir de dos promotores diferentes en el gen PRDM1, se 

generan 3 isoformas de mRNA de BLIMP-1 que se traducen a proteína. Cada una de las isoformas tiene unas características 

distintivas tanto morfológicas como funcionales (Imagen creada a partir de la modificación del Review 113). 

 

El gen PRDM1, homólogo en humanos y ratones, fue identificado primero en base a su 

implicación en la respuesta inmunitaria, la regulación de la producción de interferón β y la 
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diferenciación de los linfocitos B a células plasmáticas. Se vio que BLIMP-1 juega el papel 

principal en la regulación de la diferenciación funcional de los linfocitos B y T 
88,106,114

 y que 

también está implicado en la función mieloide 
115

.  

BLIMP-1 utiliza diferentes mecanismos para silenciar sus genes diana, los dominios de la 

proteína reclutan complejos co-represores específicos o enzimas modificadoras de cromatina 

para mediar la represión transcripcional. Se ha descrito que la región rica en prolina y los 

dedos de zinc están implicados en el reclutamiento de co-represores de la familia Groucho 
116

. 

Además, BLIMP-1 forma complejos con la histona metiltransferasa G9a, a través de los dos 

primeros dedos de zinc, resultando en la metilación de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9) y 

en la represión del promotor del interferón-β 
117

. La región rica en prolina y los dedos de zinc, 

también interaccionan con las histonas deacetilasas (HDACs) 1/2 para deacetilar la histona 

H3 
118

; así como con una demetilasa específica de lisina, la LSD1, que demetila grupos mono- 

o dimetilo en H3K4 
119

. Se ha propuesto que el reclutamiento de las HDACs 1/2 y LSD1 es 

un pre-requisito para la metilación H3K9 y para el silenciamiento del programa de expresión 

génica de los linfocitos B durante la diferenciación a célula plasmática 
120

. 

BLIMP-1, como hemos visto anteriormente, es capaz de silenciar un conjunto de genes 

relacionados en el mantenimiento de la identidad de célula B, como CD20, PAX-5 y SPIB, 

entre otros 
121

. Además, BLIMP-1 también inhibe genes esenciales para el CSR y la SHM 
121-

123
. El gen CIITA también se encuentra reprimido por BLIMP-1, produciendo una 

disminución de la expresión de los genes MHC de clase II y la presentación de antígenos en 

las células plasmáticas 
121,124,125

.  

Además, BLIMP-1 también disminuye la expresión de los genes relacionados con la 

proliferación celular, en parte, por la represión directa de la expresión de c-MYC 
121,126

. 

Además, muchos de los genes diana de c-MYC también están regulados por BLIMP-1 
127

. 
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Quizás como consecuencia indirecta de la detención del ciclo celular, debido a la represión de 

c-MYC, también se ven afectados genes involucrados en la reparación y síntesis de DNA, y 

en la progresión del ciclo celular 
121

. Aunque la represión de c-MYC es necesaria para que los 

linfocitos B salgan del ciclo celular y terminen la diferenciación a célula plasmática, la 

eliminación de c-MYC no es suficiente para desencadenar la diferenciación 
128

.  

Por otra parte, BLIMP-1 activa genes relacionados con la producción de anticuerpos y con la 

respuesta a estrés 
121

. Esta inducción está regulada, en parte, por la inactivación de PAX-5 y la 

represión de sus dianas, como XBP-1 
89,129,130

, el gen de la cadena J 
131

 y el de la cadena 

pesada 
132

. Por lo tanto, las células que expresan BLIMP-1 presentan un incremento en el 

mRNA total de las inmunoglobulinas 
129

. BLIMP-1 también aumenta la expresión de CXCR4 

y el receptor de integrinas VLA-4 
129

, ambos implicados en la migración de las células 

plasmáticas a nichos especializados de la médula ósea 
133

. 
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2. LINFOMAGÉNESIS Y LINFOMAS NO-HODGKIN (NHLs) 

De manera similar a la oncogénesis de los tumores sólidos, la linfomagénesis se considera un 

proceso con múltiples fases, en el cual la acumulación de alteraciones genéticas produce un 

crecimiento autónomo de las células linfoides en diferentes estadios de maduración, 

presentándose clínicamente como leucemia y/o linfoma. En este proceso, los mecanismos 

reguladores de la homeostasis que controlan en crecimiento linfocítico se descontrolan, 

resultando en la adquisición paulatina de las propiedades que se conocen como las 

“características del cáncer”: autosuficiencia en señales de crecimiento, insensibilidad a 

señales anti-crecimiento, escape de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis 

sostenida e invasión de tejidos/metástasis 
134

.  

Los linfomas son un grupo heterogéneo de cánceres que derivan de los linfocitos en 

desarrollo, estos producen tumores predominantemente en las estructuras linfoides pero 

también en los tejidos extra-ganglionares. La Organización Mundial de la Salud (WHO) 

clasifica el linfoma en unas 100 entidades distintas, principalmente en base a la morfología, al 

inmunofenotipo, alteraciones genéticas y características clínicas 
135,136

. 

Los linfocitos B malignos utilizan diferentes mecanismos, presentes en los linfocitos 

normales, para mantener su crecimiento y supervivencia. Entre estos mecanismos tenemos la 

utilización de vías anti-apoptóticas o de supervivencia, como la vía NF-κB o la JAK2-STAT3 

137-139
; modificación o sobreexpresión de determinados factores de transcripción, sobre todo 

implicados en el control de la diferenciación y la activación de los linfocitos B, como BCL-6, 

IRF-4 o BLIMP-1 
140-143

; modulación de la expresión de determinados microRNAs que 

actuarían como oncogenes o supresores de tumores, como miR-150, miR-155 y la familia 

miR-17-92, entre otros 
144,145

; desregulación epigenética, producida por ejemplo por 
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mutaciones en CREBBP, EP300 o en la H3K4 metiltransferasa MLL2/KMT2D 
144,146

; y 

evasión inmunitaria, como por ejemplo por genes de fusión que contienen CIITA
147

. 

Los linfomas no Hodgkin (NHLs) derivan de los linfocitos B (85-90%), T y las células NK de 

varios estadios de diferenciación. Los NHLs están formados por un gran grupo de neoplasias 

malignas con diferentes características genéticas, fenotípicas y clínicas. Estos representan el 

quinto tipo de cáncer más común, y aunque la WHO reconoce una gran variedad de entidades 

patológicas bien caracterizadas, existe un cierto nivel de superposición que todavía impide la 

asignación adecuada de algunos tumores 
136

. Los análisis de expresión génica (GEP) han 

mejorado la precisión del diagnóstico y han encontrado nuevas dianas terapéuticas 
148,149

. 

El estadio de desarrollo de célula B al que pertenece cada tipo de linfoma es lo que se conoce 

como “célula de origen” (Figura 9). El linfocito B maduro pre-centro germinal es la célula de 

origen de la mayoría de casos de linfoma de células del manto (MCL), los cuales tienen la 

región variable (V) de las inmunoglobulinas sin mutación; un subtipo de linfoma linfocítico 

de células pequeñas (SLL) y su pariente leucémico, leucemia linfática crónica (U-CLL), que 

tiene las regiones V de las inmunoglobulinas no mutadas, aunque el perfil de expresión génica 

sugiere que ha estado en contacto con el antígeno 
150-152

.  

El centro germinal es el estadio de origen del MCL con mutaciones en la región variable de 

las inmunoglobulinas, del linfoma folicular (FL), el linfoma de Burkitt (BL) y del linfoma 

difuso de células grandes tipo centro germinal (GCB-DLBCL) 
153-155

. Mientras que el subtipo 

activado de linfoma difuso de células grandes (ABC-DLBCL) se asemeja a los plasmablastos 

post-centro germinal 
153,154

. El otro subtipo de CLL, tiene la región V de las inmunoglobulinas 

mutadas (M-CLL) y por eso deriva de los linfocitos post-centro germinal 
156

. Los linfomas 

del tejido linfático asociado con la mucosa (MALT) son de origen extra-nodal y 

fenotípicamente se asemejan a las células B del manto post-centro germinal 
157

. La leucemia 
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de células peludas (HCL) tiene mutados los genes de las inmunoglobulinas y se ha producido 

el CSR, esto junto el perfil de expresión génica indican que este linfoma se asemeja a las 

células B de memoria post-centro germinal 
158

. Por último, un subtipo de linfoma que se 

origina en el timo y conocido como linfoma B primario mediastínico (PMLB), deriva de un 

subconjunto de linfocitos B raros que residen en este órgano 
159

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Célula origen de los diferentes tipos de linfomas no-Hodgkin 160. 

2.1. Linfoma de células del manto (MCL) 

El linfoma de células del manto (MCL) es un subtipo no muy común de NHL, ya que 

representa alrededor de un 5-6% de todos los casos. El MCL tiene una incidencia de 0.5 

pacientes por cada 100.000 habitantes en los países occidentales. La edad media del 

diagnóstico es de 68 años, tiene más incidencia en hombres que en mujeres y la supervivencia 
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media es de 5-7 años con las terapias actuales. En el caso del MCL hay más de una opción 

sobre la célula origen del linfoma que da lugar a diferentes tipos de MCL. Uno de los orígenes 

es a partir de los linfocitos B vírgenes, son los MCL que no tienen mutaciones, o tienen muy 

pocas, en la región variable de las inmunoglobulinas, es el subtipo clásico de MCL. El MCL 

clásico afecta normalmente los nódulos linfáticos y otras regiones extra-nodales. Mutaciones 

adicionales en este subtipo de MCL pueden llevar a un subtipo más agresivo, que se conoce 

como MCL blástico o pleomórfico. En cambio aquellos casos que tienen una elevada tasa de 

mutación provienen de células que han pasado por el centro germinal y conducirán a la 

variante de MCL leucémica no-nodal, que afecta normalmente la sangre periférica, la médula 

ósea y a menudo el bazo. Estos casos normalmente son clínicamente indolentes, pero pueden 

darse anomalías secundarias, a menudo en TP53, produciendo una mayor agresividad de la 

enfermedad. Finalmente, hay la neoplasia de células del manto in-situ (ISMCN), que es 

aquella que tiene una baja tasa de progresión y que se caracteriza por la presencia de células 

ciclina D1 positivas. La ISMCN se encuentra típicamente en la zona del manto de los 

folículos, en los tejidos linfoides, por lo que a menudo se detecta accidentalmente y a veces en 

asociación con otros linfomas 
136,161,162

 (Figura 10). Se ha descrito en diferentes estudios que 

el MCL tiene ocasionalmente áreas con diferenciación plasmablástica 
1,2,7,136

 (Figura 10). 

La característica principal del MCL es la translocación t(11;14)(q13;q32), por la cual el gen 

de ciclina D1, CCND1 (11q13), es translocado en uno de los locis de la cadena pesada de las 

Igs (14q32), produciendo una sobreexpresión constitutiva de ciclina D1. La ciclina D1 se une 

a las quinasas 4 y 6 dependientes de ciclina (CDK4/6) y provoca la desregulación del ciclo 

celular en la transición G1/S 
163,164

. Se ha visto que la sobreexpresión de esta ciclina no es 

suficiente para explicar la generación del linfoma, así que son necesarias alteraciones 

genéticas secundarias para poder explicar el comportamiento agresivo de esta enfermedad 
163

. 
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Figura 10. Representación de los diferentes orígenes del MCL. Uno de los orígenes sería aquel que deriva de células sin o 

con pocas mutaciones en las Igs y el otro modelo sería el que deriva de linfocitos B que han pasado por el centro germinal y 

que por lo tanto tienen mutaciones en las Igs 163. 

 

La patogénesis del MCL es compleja y se ven afectadas diferentes vías, como genes 

relacionados con elementos reguladores del ciclo celular y senescencia (ARF, BMI1, CDK4, 

CDKN2A, RB1), vías de respuesta al daño en el DNA (ATM, CHK2, p53) y señales de 

supervivencia celular. Además, también se han visto afectados genes que regulan otras vías de 

señalización, con un papel fundamental en la patogénesis del MCL: BTK, AKT, mTOR, 

WNT, NF-κB y NOTCH 
165

.  
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Aunque el MCL es considerado generalmente como agresivo, no todos los pacientes 

requieren de terapia inmediata. El MCL se clasifica en dos formas diferentes: convencional e 

indolente. La forma convencional (90% de los casos) es SOX11 positiva, presenta nula o 

mínima SHM de IGVH e inestabilidad genética; y la forma indolente es SOX11 negativa y 

deriva de células post centro germinal, por ello tienen hipermutación de IGVH y estabilidad 

genética 
8-10

. El MCL indolente tiene un curso clínico indolente con una supervivencia mayor 

a 10 años 
166

. Para el diagnóstico de MCL se requiere normalmente la detección de la 

t(11;14)(q13;q32) o de la sobreexpresión de ciclina D1 (90% de los casos). Una pequeña 

proporción de los casos tienen todas las características de MCL pero son ciclina D1 negativos 

167
, una proporción de estos presentan translocaciones que implican los genes CCND2 y 

CCDN3 
167,168

. En cambio, SOX11 se expresa en el 78-100% de los casos de MCL, 

incluyendo aquellos que son ciclina D1 negativos 
12-15

. Los pacientes ciclina D1 negativos 

eran difíciles de diagnosticar anteriormente debido a que no existía un marcador predictivo o 

pronóstico de este subgrupo, de manera que la expresión de SOX11 es un buen marcador de 

diagnóstico y de pronóstico. El potencial de SOX11 se ha visto en el comportamiento 

agresivo del MCL, ya que es uno de los genes altamente expresados en los tumores que 

requieren de tratamiento en el momento del diagnóstico, comparado con los casos con un 

curso clínico indolente 
10

. Además, se ha visto que la gran mayoría de MCL sobreexpresan 

SOX11, pero está ausente en el resto de linfomas de células B, con la excepción de algunos 

casos de BL 
13,14,169

. 

Además de la expresión de SOX11, también se han descrito mutaciones en NOTCH1/2 (5-

10% de los pacientes) que se relaciona con la agresividad clínica del MCL y mutaciones en 

BIRC3 que aparecen durante la progresión del tumor y que no se encuentran en el momento 

del diagnóstico 
170

.  
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2.1.1. SOX11 

Los genes SOX se dividen en 8 grupos diferentes de acuerdo con el grado de homología de su 

dominio de alta movilidad (HMG) 
171

. SOX11 es un factor de transcripción relacionado con la 

regulación del desarrollo embrionario y que pertenece a la familia de genes SOXC. Esta 

familia de genes está formada por SOX4, SOX11 y SOX12 (también conocido como SOX22) 

172-174
. Todos ellos están formados por un único exón y están altamente conservados a lo largo 

de la evolución de los vertebrados 
16

. En humanos, las proteínas de los genes SOX4, SOX11 y 

SOX12 tienen 474, 441 y 315 aminoácidos, respectivamente. Todos estos genes tienen dos 

dominios funcionales: caja HMG relacionada con Sry (SOX), de unión al DNA, localizada en 

la mitad N-terminal; y un dominio de transactivación (TAD) localizado en el extremo C-

terminal 
17

 (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estructura de las proteínas de la familia SOXC. Representación de la estructura y los dominios funcionales 

(con los aminoácidos correspondientes) de los diferentes miembros de la familia SOXC: SOX4 (47kDa), SOX11 (47kDa) Y 

SOX12/22 (34kDa) (Modificado 175). HMG, grupo de alta movilidad; TAD, dominio de transactivación. 

 



 

40 
 

INTRODUCCIÓN 

SOX11 es un factor de transcripción que no se encuentra en las células B normales, pero que 

tiene efectos pleiotrópicos en el MCL, incluyendo diferenciación, proliferación y apoptosis 
11

. 

Una de las principales dianas de SOX11 en el MCL es PAX-5, a través del cual inhibe la 

diferenciación plasmocelular de los linfocitos B 
11

. Además, se ha visto que SOX-11 actúa a 

través de PDGFA para inducir angiogénesis tumoral y promoviendo el crecimiento del 

linfoma 
176

. 

 

2.1.2. Tratamiento del MCL 

Actualmente existen diferentes opciones y combinaciones de tratamiento para el MCL, pero 

no hay un tipo de atención estándar aceptada universalmente. En los últimos años, se ha visto 

un incremento de los estudios que buscan dianas terapéuticas implicadas en los mecanismos 

moleculares relacionados con la patogénesis del MCL. Muchos de estos agentes terapéuticos 

tienen una prometedora acción en los estudios pre-clínicos y en los ensayos clínicos. Entre 

estos agentes tenemos, inhibidores del CDK, inhibidores del BCR, inhibidores de mTOR, 

inhibidores de PI3K, inhibidores de AKT, inhibidores de HSP90, inhibidores del proteasoma, 

inhibidores de PARP, inhibidores de la vía JAK/STAT, inhibidores de las HDAC, inhibidores 

de la quinasa PIM e inhibidores de BCL-2, entre otros 
177

.  

En los pacientes con un estadio temprano (I-II), el tratamiento que se aplica es radioterapia 

178-180
. No obstante, los pacientes que sólo han recibido radioterapia a menudo recaen durante 

el primer año 
178

. En estos pacientes se da quimioterapia como terapia de primera línea, 

seguida por una consolidación con radioterapia 
178,181

. La combinación de bendamustina con 

rituximab (anti-CD20) produce una remisión completa de estos pacientes, con efectos 

secundarios mínimos 
182,183

. En cambio, en los pacientes con estadio tardío (III-IV) son 
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tratados después del diagnóstico, tanto si presentan síntomas como si no los presentan. En 

estos casos el tratamiento del MCL está adaptado individualmente, basándose en la edad, 

síntomas y factores de riesgo del paciente 
184,185

. 

En la terapia de primera línea con estrategias intensivas, se ha visto en múltiples estudios que 

el tratamiento con R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y 

prednisona) es inferior a muchos otros regímenes y al régimen con VR-CAP (bortezomib, 

rituximab, ciclofosfamida, doxorubicina y prednisona) 
186

. Para la terapia de consolidación, el 

trasplante de células madre seguido por un régimen de quimioterapia es el procedimiento 

habitual 
187,188

. Nuevos fármacos como el temsirolimbus (inhibidor de mTOR), el ibrutinib 

(inhibidor de la quinasa BTK) y la lenalidomida (componente inmunomodulador) se han 

probado como fármacos para la terapia de consolidación 
178

. Y por último, la terapia de 

mantenimiento, en la que normalmente se utiliza rituximab para todos los estadios de MCL. 

El rituximab se ha utilizado solo y en combinación con otros fármacos más nuevos, las 

combinaciones han conseguido una remisión completa (CR), una supervivencia libre de 

progresión (PFS) y una mejora en la supervivencia global (OS) en todos los pacientes 
189

. La 

lenalidomida, la cual ha sido utilizada primero en la terapia de primera línea, ha sido también 

evaluada para la terapia de mantenimiento, sola o en combinación con otros fármacos, 

principalmente rituximab 
190,191

. 

En la Unión Europea se ha aprobado la utilización de 4 nuevos fármacos (temsirolimbus, 

bortezomib, lenalidomida y ibrutinib) para los pacientes con recaída o MCL refractario. En 

los ensayos clínicos iniciales, se ha visto que la utilización individual de estos agentes tiene 

una tasa de respuesta global (ORR) del 33% para el bortezomib, un 28% para la lenalidomida, 

un 22% para el temsirolimbus y un 68% para el ibrutinib 
192-196

. En el caso de la lenalidomida, 

se ha visto un aumento de la actividad del fármaco, en los pacientes con recaída, cuando se 

utiliza conjuntamente con rituximab 
197

. Además, la combinación de ibrutinib con rituximab 
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ha conseguido una tasa de respuesta global del 80% y una remisión completa del 44% en 

estos pacientes 
198

. Los estudios actuales se están centrando en el estudio de estos nuevos 

fármacos y la mejor combinación para el tratamiento del MCL.  

 

2.2. Leucemia linfática crónica (CLL) 

La leucemia linfática crónica (CLL) es una neoplasia hematológica maligna con una marcada 

heterogeneidad clínica, debido en parte a las alteraciones genéticas de las células leucémicas 

199-201
. La CLL es la leucemia adulta más común en los países occidentales y principalmente 

afecta a individuos mayores de 50 años 
202

. La principal característica morfológica es la 

acumulación clonal de linfocitos B pequeños con apariencia madura en la sangre, la médula 

ósea, los nódulos linfáticos y otros tejidos linfáticos 
203

. Esta enfermedad tiene una elevada 

predisposición genética, con un riesgo estimado de 2-7 veces superior en familiares de primer 

grado de pacientes con CLL. La CLL tiene un repertorio distintivo de marcadores 

inmunológicos que le permiten diferenciarse de los otros linfomas de células B 
204

. Estudios 

de FISH han determinado que la presencia de la translocación t(11; 14)(q13; q32) que 

produce un reordenamiento de BCL-1/ciclina D1, o la t(14;18) con reordenamiento de BCL-2, 

son útiles para distinguir la CLL del MCL y el FL, respectivamente 
205

. 

Recientemente se ha establecido que la CLL es una enfermedad con mucha diversidad, han 

sido identificadas diferencias en la morfología celular, inmunofenotipo, citogenética y 

características moleculares. Esta heterogeneidad se traduce en el curso clínico y la respuesta 

al tratamiento 
206

. Aproximadamente un tercio de los pacientes sobrevive durante 20 años o 

más sin necesidad de tratamiento 
207

, en cambio algunos pacientes progresan rápidamente 

desde el momento del diagnóstico y experimentan complicaciones, como anemia hemolítica 
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autoinmune, trombocitopenia e infección. Por otra parte, un 3-10% de los casos pueden 

desarrollar un linfoma agresivo durante el transcurso de la enfermedad, el cual se describió 

originalmente como “síndrome de Richter” 
208

. La CLL puede sufrir una transformación a 

leucemia prolinfocítica, con peor resultado clínico en la mayoría de los casos. Esta 

transformación se asocia frecuentemente con anormalidades de p53 
209

, y algunas veces con  

c-MYC 
210

. 

Aunque la CLL se caracteriza por tener un genoma relativamente estable y la mayoría de las 

CLL parecen tener pocas aberraciones cromosómicas, un elevado número de aberraciones en 

el número de copias (CNAs) (más de 3 por paciente) denominado complejidad genómica, se 

ha detectado en una porción de pacientes de CLL (aproximadamente el 20%). La complejidad 

genómica demarca un subconjunto de CLLs con enfermedad progresiva y agresiva, corta 

supervivencia, y menor eficacia terapéutica 
211-213

.  

El mayor suceso en la caracterización genómica de la CLL fue su división en dos grupos, 

dependiendo de si las células tumorales habían experimentado la SHM en el centro germinal, 

permitiendo distinguir los casos con mutaciones en la región variable de las inmunoglobulinas 

(mIGHV) y en los casos ausentes de mutaciones (un-mIGHV) 
81

. Los pacientes con la región 

variable mutada tienen una supervivencia media de más de 24 años, mientras que los 

pacientes con la región variable con pocas o sin mutaciones tiene una supervivencia media de 

8-9 años 
150

. Los pacientes con un-mIGHV tienen un riesgo mayor de recaída después de un 

trasplante de células madre 
214

, y se ha visto que la transformación de Richter ocurre casi 

exclusivamente en este grupo de pacientes 
215

. Además, estos pacientes son más propensos a 

una evolución clonal, con una mayor tendencia a adquirir anomalías citogenéticas con mal 

pronóstico (Figura 12).  
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Figura 12. Tipos de CLL según un conjunto de marcadores y su factor pronóstico. La CLL que tiene un-mIGHV como 

positiva para ZAP-70 y CD38 son marcadores de pronóstico desfavorable en comparación con la CLL con mIGHV y 

negativa para ZAP-70 y CD38 199.  

 

La presencia de anormalidades citogenéticas es uno de los puntos más importantes de la CLL 

216,217
. Las anomalías cromosómicas desfavorables (deleciones de 11q y 17p) ocurren más 

frecuentemente en los pacientes con un-mIGHV, mientras que las anomalías cromosómicas 

favorables (deleción sólo de 13q) son más frecuentes en los pacientes con mIGHV. Esta 

distribución desequilibrada de las anomalías cromosómicas enfatiza los diferentes 

antecedentes biológicos de los subgrupos de CLL, con o sin mutación, pero sólo en parte 

explica las diferencias en el curso clínico de la enfermedad 
218

. 
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La expresión de CD38 de los linfocitos leucémicos fue el primer marcador que se encontró 

que correlacionaba con las mutaciones en la IGHV 
150

. Con el tiempo, sin embargo, se 

encontró que la relación no es absoluta y que, de acuerdo con algunos estudios, la expresión 

de CD38 puede variar a lo largo del tiempo. De manera que la expresión de CD38 y las 

mutaciones de IGHV son factores pronósticos independientes 
151,219

 (Figura 12).  

Los perfiles de expresión génica demostraron que ZAP-70 era el gen que más rigurosamente 

separaba los dos subconjuntos de CLL, las mutadas de las no-mutadas 
152

. De manera que, 

altos niveles de expresión de ZAP-70 predice los casos con curso clínico desfavorable en 

términos de progresión de la enfermedad y de OS 
220

. De hecho, la expresión de la proteína 

ZAP-70 parece tener un mayor valor predictivo que la mutación de las inmunoglobulinas, con 

una expresión constante a lo largo de la enfermedad 
221

 (Figura 12).  

Recientemente, las técnicas de secuenciación masiva (NGS) han proporcionado un mejor 

conocimiento de la complejidad genética y la heterogeneidad de la CLL. Se han encontrado 

recurrentemente mutadas dos vías inesperadas en la CLL: la activación de la señalización de 

NOTCH1, por deleción de un dinucleótido CT y otras mutaciones adicionales 
222-224

 y 

defectos en la maquinaria de splicing (mutación Y623C, R625H, N626Y, H662D, T663I, 

K666E, K700E, V701F, K741N, G742D y D894G de SF3B1) 
225,226

, que desempeñan un 

papel destacado en el desarrollo de subconjuntos específicos de CLL. Otros estudios han 

encontrado mutaciones inactivadoras de BIRC3 
227

, estas mutaciones, juntamente con 

deleciones de BIRC3, son recurrentes y se asocian con expresión normal de TP53. La 

identificación de mutaciones en SF3B1 y BIRC3 en este subgrupo de pacientes ha ayudado a 

aclarar las bases moleculares de esta fracción de pacientes de CLL de alto riesgo, que sigue 

siendo incierto dada la ausencia de alteraciones en TP53. Estos genes pueden ser marcadores 

moleculares para la identificación temprana de la resistencia a la quimioterapia entre los 

pacientes de CLL. 
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La deleción más común en la CLL afecta el locus 13q14.3 
216

, que contiene un gen que no se 

transcribe 
228

 y dos genes que codifican para microRNAs 
229

. Uno de ellos miR-15a/16-1 que 

se encuentra delecionado o poco expresado en el 68% de los pacientes de CLL. La frecuencia 

de esta deleción implica que esta confiere una ventaja selectiva, posiblemente predisponiendo 

los linfocitos B a mutaciones adicionales 
230

. Se ha encontrado que estos microRNAs tienen 

como diana el mRNA codificante para la proteína anti-apoptótica BCL-2, la cual es crítica 

para la supervivencia de la célula de CLL 
231

. Los subtipos de CLL también se han clasificado 

por el perfil de expresión de los microRNAs, estos patrones podrían actuar como 

biomarcadores pronósticos sustitutivos en CLL, ya que los niveles de expresión de estos 

microRNAs se correlacionan con el estado de mutación de IGHV o la expresión de ZAP-70 

230,232,233
. 

Por último, el DNA de los pacientes de CLL esta globalmente hipometilado cuando lo 

comparamos con el DNA de las células mononucleares de la sangre periférica de individuos 

sanos 
234

. No obstante, la expresión de los genes supresores de tumores esta comúnmente 

silenciada por la hipermetilación de sus promotores 
235

. La hipometilación de genes 

específicos también se ha descrito en CLL 
236-238

. Los valores de metilación del DNA se han 

visto como factores de predicción independientes de la progresión de la CLL 
239

, y se han 

descrito diferencias en los perfiles de metilación global entre los subgrupos pronósticos 
240

. Es 

de destacar, que un estudio muy reciente integra la secuenciación de todo el epigenoma y el 

genoma de pacientes con CLL 
241

. 
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2.2.1. Tratamiento de la CLL 

En la CLL, se inicia el tratamiento cuando hay una pronunciada anemia o trombocitopenia 

asociada a la enfermedad, una linfoadenopatía sintomática y/o síntomas asociados con 

actividad de la enfermedad. Actualmente, la presencia de del(17p) o mutación en TP53, son 

las características principales que determinan la terapia escogida. Cada vez más, el estatus 

mutacional de IGHV se considera un parámetro para determinar el tipo de terapia a escoger. 

El tratamiento de la CLL puede incluir quimioterapia, una combinación de quimioterapia e 

inmunoterapia, o fármacos para determinadas dianas que afectan cascadas de señalización que 

promueven el crecimiento y/o supervivencia de las células tumorales 
242,243

. 

La quimioterapia ha sido el tratamiento principal de la CLL durante los últimos 50 años, para 

ello se han utilizado análogos de purinas, como la fludarabina, pentostatina o cladribina; y 

agentes alquilantes, como el clorambucilo, ciclofosfamida o bendamustina 
244-246

. Se han 

realizado tres ensayos clínicos en fase III para validar el beneficio de la utilización de 

anticuerpos monoclonales anti-CD20, como el rituximab, el obinutuzumab o el ofatumumab, 

en combinación con la quimioterapia para el tratamiento de la CLL 
247-249

. Como resultado de 

estos estudios, se ha aprobado la utilización de estos fármacos en combinación con la 

quimioterapia como tratamiento de primera línea en los pacientes de CLL. Además, el 

ofatumumab ha sido aprobado como agente único para el tratamiento de pacientes con recaída 

o enfermedad refractaria 
250

. Algunos de los pacientes pueden experimentar un aumento de la 

PFS siguiendo un tratamiento con fludarabina, ciclofosfamida y rituximab, particularmente 

aquellos pacientes de CLL con IGHV mutadas que tienen del(17q) o del(11q), características 

relacionadas con resistencia a la quimioterapia o corta PFS, respectivamente. Estos pacientes 

consiguen un beneficio a largo plazo con la quimioinmunoterapia 
251-253

.  
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También se han estudiado los inhibidores de la señalización del BCR como terapia para la 

CLL, como inhibidores de BTK, PI3K y SYK 
254,255

. Se ha descrito que, las células de CLL 

con las IGHV no mutadas son más sensibles a los inhibidores de la señalización del BCR 
256

. 

En Estados Unidos y en Europa, se ha aprobado la utilización del ibrutinib, inhibidor de BTK, 

como terapia inicial y en pacientes con recaída. Se ha visto en los ensayos que ibrutinib tiene 

una mayor respuesta, una mayor PFS y una mayor OS que los pacientes tratados con 

ofatumumab 
257,258

. No obstante, el ibrutinib presenta varios efectos adversos, y por ello se 

están evaluando en ensayos clínicos la segunda generación de inhibidores de BTK, para 

determinar si alguno de ellos tiene un índice terapéutico mayor que el ibrutinib 
259,260

. 

Además, también ha sido aprobado en Estados Unidos y en Europa el idelisib, un inhibidor de 

PI3K, para el tratamiento de pacientes con recaída de CLL 
261

. 

Finalmente, otro tipo de fármaco que ha sido aprobado por la FDA es el venetoclax, inhibidor 

de BCL-2, un fármaco muy potente que produce la apoptosis de las células de la CLL 
262

. Se 

ha visto que el venetoclax es efectivo en el tratamiento de pacientes con recaída o con CLL 

refractaria 
263

; además de en pacientes con recaída y que tienen la del(17p), donde fue 

aprobada su utilización 
264

. 
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Muchos de los linfomas malignos presentan un bloqueo en la maduración normal de los 

linfocitos B, siendo este bloqueo incompleto en algunos linfomas de células pequeñas como el 

LPL, el FL, el MZL, el MCL y la CLL. Por lo tanto, la diferenciación plasmocelular podría 

ser un fenómeno más frecuente de lo previamente estimado en estas entidades, de forma 

similar a los linfomas de células grandes. Este proceso podría influir en el diagnóstico, 

pronóstico y en las opciones terapéuticas para estos linfomas.  

Aunque habitualmente el MCL no presenta rastros de diferenciación plasmocelular, se ha 

descrito que en el subgrupo indolente, caracterizado por ser SOX11-, se concentraban los 

casos con visible diferenciación plasmocelular, contrastando con el subgrupo convencional 

SOX11+, más agresivo. Se ha visto que SOX11 regula la expresión de PAX-5: en ausencia de 

SOX11 disminuyen los niveles de PAX-5 y se inicia una diferenciación plasmocelular 

temprana. La detección de SOX11 está siendo uno de los parámetros cruciales para el 

diagnóstico de estos pacientes, a pesar de que la elevada homología entre los genes SOX11 y 

SOX4 dificulta esta tarea en el diagnostico de rutina.  

En la CLL también se ha detectado cierto grado de diferenciación plasmocelular asociado a 

un aumento de BLIMP-1, el regulador principal de la diferenciación a célula plasmática. Se 

observó que esta diferenciación era parcial y que se desencadenaba en ausencia de represión 

de otros factores de transcripción asociados a células plasmáticas, como PAX-5. Sería 

particularmente interesante identificar el(los) mecanismo(s) por el(los) cual(es) las células de 

CLL presentan un bloqueo de la diferenciación plasmocelular y cuáles son las consecuencias 

clínicas de este fenómeno. 
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El objetivo general del proyecto es analizar el impacto de la diferenciación plasmocelular en 

la conducta biológica y la agresividad de los linfomas no-Hodgkin de células B pequeñas.  

Los objetivos concretos del estudio I son: 

a. Determinar cuáles de los anticuerpos actuales detectan con mayor sensibilidad y 

especificidad a SOX11 en biopsias de NHLs. 

b. Utilizar los anticuerpos seleccionados para evaluar la presencia de SOX11 en 

diferentes linfomas de células B, además del MCL. 

Los objetivos concretos del estudio II son: 

a. Analizar la diferenciación plasmocelular en muestras parafinadas de CLL, en base a 

marcadores fenotípicos (CD38, expresión de cadenas ligeras o pesadas) o 

transcripcionales (disminución de PAX-5 y aumento de IRF-4 y BLIMP-1). 

b. Determinar por western blot la expresión de las diferentes isoformas de BLIMP-1 en 

muestras congeladas de nódulos linfáticos y sangre periférica de CLL. 

c. Forzar la diferenciación plasmocelular en muestras primarias de pacientes con CLL y 

validar la diferenciación mediante el estudio fenotípico y transcripcional de las células 

resultantes.  
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RESUMEN ARTÍCULO I 

 

En el MCL, la sobreexpresión de ciclina D1 en ausencia de la t(11;14) dificulta el 

diagnostico. En estos casos, la detección del factor de transcripción SOX11 representa un 

marcador de diagnóstico importante, ya que se expresa en la mayoría de MCLs, en particular 

en aquellos casos ciclina D1 negativos. Por lo tanto, un anticuerpo anti-SOX11 fiable es una 

herramienta esencial para el diagnóstico de rutina. En este estudio, hemos evaluado varios 

anticuerpos monoclonales anti-SOX11, y validado su adecuación mediante western blot e 

IHC en muestras parafinadas. Observamos que los resultados de expresión por IHC estaban 

relacionados con los niveles transcripcionales de SOX11, lo que sugiere que las 

modificaciones post-transcripcionales y post-traduccionales del gen no afectan 

significativamente la detección de SOX11 por IHC. Por otro lado, hemos probado estos 

anticuerpos en una amplia serie de tumores linfoides primarios, comparando con otros 

anticuerpos utilizados en la rutina. Concluimos que el anticuerpo monoclonal anti-SOX11
143

, 

a pesar de detectar también SOX4, es el más sensible en cuanto a detección de SOX11 por 

IHQ, y que por lo tanto este anticuerpo representa la mejor opción para el diagnóstico de 

rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

59 
 

RESULTADOS 

 



 

60 
 

RESULTADOS 

 



 

61 
 

RESULTADOS 

  



 

62 
 

RESULTADOS 

 



 

63 
 

RESULTADOS 

 



 

64 
 

RESULTADOS 

 



 

65 
 

RESULTADOS 

 



 

66 
 

RESULTADOS 

 



 

67 
 

RESULTADOS 
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RESUMEN ARTÍCULO II 

 

La diferenciación a célula plasmática y la transformación a células secretoras de anticuerpos 

son dos procesos que pueden desregularse en las neoplasias linfoides. Esta diferenciación se 

asocia frecuentemente a la sobreexpresión del represor transcripcional BLIMP-1 en los 

linfomas B de bajo grado. En la CLL, la relevancia de este fenómeno sigue siendo 

parcialmente incierta. En este estudio, utilizando un grupo de 137 biopsias de CLL 

extramedulares, se pone de manifiesto una discordancia entre los niveles proteicos de 

BLIMP-1 y los marcadores clásicos de la diferenciación plasmocelular. En las muestras de 

pacientes por western blot, se muestra la expresión de una isoforma truncada de la proteína, 

BLIMP-1Δ6, sin descripción previa en la CLL. Mediante la diferenciación in vitro de células 

primarias de CLL, vemos que el proceso es incompleto, con unos cambios morfológicos, un 

aumento de CD38, de IRF-4 y de la isoforma activa BLIMP-1α compatibles con 

diferenciación plasmocelular, pero manteniéndose los niveles de BLIMP-1Δ6, PAX-5 y 

CD19. Por lo tanto, la expresión de la isoforma BLIMP-1Δ6 en la CLL podría estar implicada 

en un defecto de la diferenciación final a célula plasmática y en un silenciamiento incompleto 

de la identidad de las células B. 

 

Anotación: Siendo este trabajo publicado como carta al editor, no consta del apartado de 

material y métodos, por ello, estos se encuentran en el Anexo I.  
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Supplemental Figure 1.  
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Supplemental Figure 1. (A) BLIMP-1 expression was analyzed by western blot in 5 CLL 

peripheral blood samples, including 3 cases with SF3B mutations, using SUDHL-8, U266 and 

MM1.S (MM) cell lines as controls. α-tubulin was used as a loading control. Shown are the 

densitometry ratios between each BLIMP-1 isoform and α-tubulin. (B) Expression of BLIMP-

1 isoforms was evaluated as above in a set of cell lines representative for different lymphoid 

neoplasm. (C) Sequencing of PRDM1 PCR products. Alignment of the 239bp PCR bands 

obtained in the two MM cell lines MM1.S and U266 with the BLIMP-1α sequence (NCBI 

database) highlights a fragment that does not match with full length BLIMP-1 (left panels), 

and that corresponds to the exon 6 of BLIMP-1α (right panels). (D) Subcellular fractionation 

and Western blot analysis of BLIMP-1 isoforms in two peripheral blood samples of CLL 

patients. α-tubulin and lamin B1 were used as loading control of cytosolic (C) and nuclear (N) 

fractions, respectively. SUDHL-8 and U266 cells were used as controls to ascertain the 

identification of each band. (E) Cell morphology of a representative sample was revealed by 

standard May-Grünwald Giemsa staining, after treatment with interleukin and CpG cocktail 

for 72h. 
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Las células plasmáticas son las células efectoras finales de la respuesta humoral del 

sistema inmune, desarrollándose a partir de los linfocitos B. Las neoplasias de las 

células B son tumores clonales de linfocitos B que tienden a imitar estadios de 

diferenciación de linfocitos B normales, y el parecido con los estadios de las células B 

es la base de su clasificación y nomenclatura 
136

. Mientras que muchos de los linfomas 

malignos presentan un bloqueo en la maduración normal, el bloqueo es incompleto en 

una porción de los linfomas de células pequeñas, siendo la diferenciación plasmocelular 

un proceso de maduración común. Esto ocurre en algunos linfomas donde la 

diferenciación plasmática se espera, como es el caso del linfoma linfoplasmocítico 

(LPL), y en otros en los que la diferenciación no es frecuente, como en el linfoma 

folicular (FL) 
4,265

, el linfoma de la zona marginal (MZL) 
266,267

, el linfoma de células 

del manto (MCL) 
1,7

 y la leucemia linfática crónica (CLL) 
4,268,269

. Aún no se conoce el 

significado clínico de esta diferenciación plasmocelular en los linfomas B de bajo 

grado, aunque se ha visto que podría estar relacionada con la presencia de paraproteína 

sérica 
270

, un estadio avanzado de la enfermedad 
271

 o resistencia al bortezomib 
272

.  

Aunque el MCL normalmente no presenta diferenciación plasmocelular se han descrito 

algunos casos 
1-3,7

. Los mecanismos subyacentes de diferenciación plasmocelular en 

MCL no se conocen del todo, pero se ha visto que SOX11, un factor de transcripción 

sobreexpresado en MCL, regula directamente el factor de transcripción PAX-5, 

promoviendo el crecimiento tumoral. PAX-5 mantiene la identidad de célula B y es 

reprimido cuando la célula empieza la diferenciación a célula plasmática. Además, el 

silenciamiento experimental de SOX11 en líneas celulares de MCL lleva a una 

disminución de la expresión de PAX-5, produciendo un cambio de fenotipo de célula B 

hacia la diferenciación plasmocelular temprana, con la regulación positiva de BLIMP-1 

y XBP-1. Estas observaciones han sugerido que SOX11 puede influir en la patogénesis 
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del MCL mediante el bloqueo de la diferenciación de célula B 
11

. Mediante el estudio de 

60 pacientes (SOX11 positivos/SOX11 negativos), se observo que en el MCL las 

células plasmáticas y la diferenciación terminal de las células B ocurren principalmente 

en aquellos tumores que son SOX11-negativos 
273

. Además, gracias a la expresión de 

SOX11 se ha podido dividir los MCL en dos grupos diferentes según el pronóstico. En 

este caso, los pacientes SOX11 positivos son aquellos que tienen una presentación 

nodal, con predominancia de IGVH poco o no mutadas y con complejidad genómica. 

Este grupo, definido como convencional, tiene un curso clínico agresivo, a diferencia 

del grupo indolente (SOX11 negativo) 
10

. Por lo tanto, la detección de SOX11 es un 

marcador de diagnóstico importante en el MCL. La presencia de elevados niveles de 

mRNA de SOX11 y la presencia de proteína en localización nuclear se han descrito en 

la mayoría de los casos, independientemente del estatus de ciclina D1 
12,274

. En nuestro 

estudio hemos querido evaluar la especificidad de diferentes anticuerpos en cuanto a la 

detección de SOX11 por immunohistoquímica (IHQ), y por primera vez comparar los 

niveles de mRNA de SOX11 (detectados por PCR cuantitativa) con la expresión 

proteica. Este estudio es particularmente relevante, ya que diferentes niveles de 

modificaciones post-transcripcionales o post-traducionales pueden participar en la 

regulación de la expresión proteica de SOX11, afectando potencialmente la detección 

rutinaria de SOX11, realizada por IHQ 
275,276

. 

En nuestro estudio hemos visto que en los casos de MCL ciclina D1+, la 

inmunodetección de la proteína con los anticuerpos monoclonales anti-SOX11
142

, anti-

SOX11
143

 y anti-SOX11
MQR-58

, y el anticuerpo policlonal anti-SOX11
SC-17347

, es 

parecida en aquellos casos caracterizados por unos niveles de mRNA ≥ 9.57, 

determinado por PCR cuantitativa. En cambio, se ha detectado cierta discordancia en 

dos casos, en los cuales los niveles de transcritos eran parecidos, y situados cerca del 
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nivel de detección por IHC. Esto significa que los cambios post-transcripcionales y las 

modificaciones post-traduccionales no tienen mucho impacto en la detección de la 

proteína SOX11 por IHQ.  

Además, en este trabajo hemos hecho la validación de los anticuerpos por western blot, 

utilizando una línea celular de MCL que no expresa SOX11 (JVM2) 
277

 y una línea no 

MCL (HEK293) donde hemos sobreexpresado por un lado SOX11, por otro SOX4 

277,278
. Gracias a ello hemos visto que el anticuerpo monoclonal anti-SOX11

142 
y el anti-

SOX11
143

 reconocen SOX4, aunque en menor medida que SOX11, y que tanto el 

anticuerpo policlonal anti-SOX11
sc-17347

 como el monoclonal anti-SOX11
MQR-58

 

reconocen sólo SOX11. No obstante, el anticuerpo anti-SOX11
143 

era cuatro veces más 

específico y más sensible que el anti-SOX11
142

, y también más sensible que el 

policlonal anti-SOX11
sc-7347

. Por otro lado, el anticuerpo monoclonal anti-SOX11
MQR-58

 

tenía elevada sensibilidad y especificidad para SOX11.  

Además de estudiar la detección de SOX11 en el MCL, hicimos también la tinción de 

209 linfomas de muestras parafinadas con los diferentes anticuerpos, para evaluar si se 

podrían utilizar en el diagnóstico de rutina. Vimos que todos los casos positivos, usando 

los dos anticuerpos monoclonales anti-SOX11
143 

y anti-SOX11
MQR-58

, presentaban una 

tinción nuclear diferente, siendo aún más heterogénea cuando utilizamos el anticuerpo 

policlonal anti-SOX11
sc-17347

. En resumen, los 9 casos de MCL ciclina D1- eran 

SOX11+ utilizando ambos anticuerpos monoclonales, mientras que 73% y 84% de los 

ciclina D1+ presentaban una positividad con el anti-SOX11
143

 y el anti-SOX11
MQR-58

, 

respectivamente, aunque más atenuada con este ultimo anticuerpo. En el caso de los 

demás linfomas, con el anti-SOX11
MQR-58

 todos los casos eran negativos para SOX11 

mientras que un 18% y un 7% de positividad se observaba con el anti-SOX11
sc-17347

 y el 

anti-SOX11
143

, respectivamente. Además, 2/43 casos de DLBCL dieron una tinción 
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débil para SOX11 con el anti-SOX11
143

, pero en ausencia del transcrito SOX11. Esto 

indicaría, junto a la reactividad cruzada con SOX4 por western blot, que en algunos 

casos donde tenemos una débil tinción nuclear, esta señal podría ser debida a SOX4, a 

raíz de la elevada homología entre ambas proteínas. A favor de esta hipótesis, estudios 

previos de perfiles de expresión génica han demostrado que algunos DLBCLs 

expresaban SOX4 pero no SOX11 
279

. Asimismo, se ha observado una débil positividad 

para SOX11 con el anticuerpo anti-SOX11
143

 en células foliculares dendríticas (FDCs) 

y en las células de las vénulas endoteliales altas (HEVs), sobretodo en casos de linfoma 

T angioinmunoblástico. Aquí también, las primeras observaciones apuntaban a que esta 

señal podría ser debida a la reacción cruzada con SOX4, pero estudios ulteriores 

demostraron un patrón de expresión similar con el anticuerpo anti-SOX11
sc-17347

, que no 

reconoce SOX4. Apoyando la idea de que SOX11 estaría presente en ambas 

poblaciones de células, se ha descrito la presencia de la proteína en las células 

endoteliales y en las FDCs del MCL in situ 
280

. Serían necesarios más estudios para 

poder establecer el papel de SOX11 como posible marcador de estas poblaciones 

celulares y de los tumores derivados. 

Por otra parte, aunque en la leucemia de las células pilosas (HCL) se ha descrito que los 

casos ciclina D1+ presentaban una positividad para SOX11 
14,15

, en ninguno de los 5 

casos de HCL incluidos en nuestra cohorte (3 ciclina D1+ y 2 ciclina D1-) pudimos 

detectar la proteína con los anticuerpos monoclonales anti-SOX11
143

 y anti-SOX11
MQR-

58
. Esta observación corrobora lo que se ha visto en un estudio utilizando otro 

anticuerpo monoclonal, el anti-SOX11
17

, en muestras en las que tampoco se pudo 

detectar el mRNA de SOX11 
13

. De manera parecida, SOX11 no se encuentra en las 

células plasmáticas de casos de mieloma de ciclina D1+, algunos de los cuales tienen la 

misma t(11;14) que el MCL 
12,14,15

. En cambio, algunos linfomas carentes de la t(11;14) 
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presentan expresión de SOX11 como es el caso del BL, del linfoma linfoblástico de 

células T y del linfoma linfoblástico de células B 
12,14,274,281

. Esto indicaría que la 

expresión de ciclina D1 y la expresión de SOX11 son fenómenos independientes.  

Con estos resultados podemos concluir que tanto el anticuerpo monoclonal anti-

SOX11
143 

como el anti-SOX11
MQR-58

 son una buena opción para la detección de SOX11 

en muestras en parafina (FFPE). Mediante estos anticuerpos ninguno de los casos 

estudiados han presentado tinción inespecífica citoplasmática, que si sucede con los 

anticuerpos policlonales utilizados previamente 
12,13

. Aunque el anticuerpo anti-

SOX11
MQR-58

 parece ser más específico y más sensible para SOX11 por western blot, 

hemos visto que el anti-SOX11
143

 podría ser más sensible en IHC. 

Cierto grado de diferenciación plasmocelular se encuentra también en la CLL/SLL, 

aunque la gran mayoría de los casos carece de diferenciación a células plasmáticas. Por 

ello, en el pasado algunas CLLs/SLLs fueron clasificadas como linfoma 

“linfoplasmocitoide”. La inmunoglobulina citoplasmática puede encontrarse en 

secciones en parafina en la mayoría de CLLs/SLLs, mientras los centros de 

proliferación son característicamente IRF-4/MUM1+ 
5
. PRDM1/BLIMP-1 está presente 

en las neoplasias de las células plasmáticas, en el linfoma linfoplasmocítico, en un 

número significativo de DLBCLs y en 15% de las CLLs/SLLs 
6
. In vitro la 

diferenciación de las células de CLL a células secretoras de inmunoglobulinas se asocia 

a un aumento de la expresión de BLIMP-1 y una disminución de LEF-1 
18,282

. La 

diferenciación plasmocelular puede expresarse en gran medida fenotípicamente sin una 

morfología obvia de célula plasmática o sin células plasmáticas fácilmente reconocibles 

283
. En estos casos, la distinción con el linfoma linfoplasmocítico se basa en la presencia 

de MYD88 wild type y de la positividad para LEF-1, siendo este último un marcador 

muy sensible y específico de CLL/SLL 
284

.  



 

84 
 

DISCUSIÓN 

En nuestro estudio hemos observado que la expresión de BLIMP-1 en CLL es mucho 

más frecuente de lo previamente descrito 
6
. No obstante, hemos relacionado la expresión 

de BLIMP-1 con una expresión incompleta del resto de componentes necesarios para la 

diferenciación a célula plasmática, de manera que este factor se encontraría inactivado o 

con una actividad reducida en la CLL. Se ha descrito que BLIMP-1 se encuentra 

inactivado en las neoplasias de células B a través de varios mecanismos. En las células 

mieloides y en los pacientes con linfomas de células T se han detectado altos niveles de 

la isoforma inactiva BLIMP-1β 
108,285

. Esta isoforma se caracteriza por una actividad 

reducida como represor transcripcional y por su capacitad de interferir con la forma 

BLIMP-1α, de manera que una elevada expresión de la forma β puede producir una 

importante reducción global de la actividad represiva de BLIMP-1 en estas células. Otra 

evidencia de una menor actividad de BLIMP-1 en los tumores plasmacíticos, es que las 

células malignas de pacientes de macroglobulinemia de Waldenström expresan menos 

niveles de BLIMP-1 que las células plasmáticas normales 
286

. Además, el gen PRDM1 

se encuentra localizado en el cromosoma 6q21-q22.1, una región eliminada 

frecuentemente en los linfomas 
287,288

. Incluso cuando esta región no está eliminada, la 

actividad de BLIMP-1 puede estar comprometida. Por ejemplo, en el DLBCL BLIMP-1 

es incapaz de activar la diferenciación a célula plasmática, como consecuencia de la 

existencia de mutaciones inactivadoras de BLIMP-1 o bien debido a que las células son 

incapaces de traducir una proteína BLIMP-1 funcional 
289,290

. Finalmente, ETS-1, un 

oncogén sobreexpresado en algunos tumores, como en el cáncer de mama, el carcinoma 

hepatocelular, el cáncer de ovarios y en el cáncer de esófago 
291-294

; y sujeto a 

amplificación en ciertas leucemias y linfomas, como la leucemia mielomonocítica 

aguda y el DLBCL 
295-297

. ETS-1 puede bloquear la unión al DNA y la actividad 

biológica de BLIMP-1 
298

. Asimismo, los tumores que sobreexpresan ETS-1 tienen una 



 

85 
 

DISCUSIÓN 

disminución de la actividad de BLIMP-1, a pesar de no tener ninguna mutación en la 

secuencia del gen 
295

.  

En nuestro trabajo, hemos analizado la expresión de BLIMP-1 por IHQ en un grupo de 

pacientes con CLL, y hemos visto que el 31% de los pacientes eran positivos para este 

factor. Con la misma frecuencia encontramos la presencia de IRF-4 y de 

inmunoglobulinas citoplasmáticas. No obstante, todas las biopsias presentan expresión 

de PAX-5, lo que sugiere que la expresión de factores de transcripción típicos de 

diferenciación plasmocelular no van acompañados de la represión del programa de 

célula B en la CLL, como ya se había detectado en estudios anteriores 
18,299

. Por ello, 

hemos validado la expresión de BLIMP-1 por western blot y hemos observado que la 

isoforma mayoritaria en los pacientes de CLL era la isoforma alternativa BLIMP-1Δ6, 

la cual se ha descrito anteriormente como una isoforma inactiva que puede interferir con 

la proteína activa BLIMP-1α mediante la formación de heterodímeros 
300

. Algunos de 

los pacientes presentaban expresión de las otras isoformas: BLIMP-1α y BLIMP-1β, 

pero unos niveles sensiblemente inferiores. Frente a esta expresión de una isoforma 

alternativa de BLIMP-1, comprobamos si los pacientes presentaban alguna alteración en 

la secuencia del gen PRDM1 y confirmamos la ausencia de mutaciones, deleciones, o 

modificaciones epigenéticas en nuestra serie. Se ha descrito que uno de los genes más 

frecuentemente mutados en los pacientes con CLL (5-18% de los casos) es el factor de 

splicing 3b1 (SF3B1). En estos casos, se cree que la alteración del splicing puede ser un 

mecanismo importante en el desarrollo de la enfermedad 
301

. Analizamos la expresión 

de BLIMP-1 en muestras de sangre periférica de un grupo de pacientes con CLL, 

portadores o no de mutaciones en el gen SF3B1, y vimos que la expresión de la 

isoforma BLIMP-1Δ6 era independiente del estado mutacional de SF3B1. Por lo tanto, 

en CLL la actividad de BLIMP-1 parece estar inactivada por la expresión preferencial 
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de la isoforma inactiva BLIMP-1Δ6, la cual se ha visto que sería casi exclusiva de CLL, 

ya que la hemos detectado de forma minoritaria en líneas celulares de otros tipos de 

linfomas, frente a las otras isoformas. Sería necesaria una investigación más profunda 

para esclarecer el mecanismo por el cual las células expresan preferencialmente la 

isoforma BLIMP-1Δ6 en pacientes con CLL.  

Las isoformas de BLIMP-1 se expresan en las células B normales en diferentes estadios 

de su diferenciación. En general, las células B tienen niveles de BLIMP-1β 

sustancialmente menores que los de la isoforma activa. Sin embargo, BLIMP-1Δ7/6 

cambia su expresión durante el proceso de diferenciación. Se demostró que la isoforma 

BLIMP-1Δ7/6 se expresaba preferentemente en las células B vírgenes donde puede 

regular los niveles de BLIMP-1α. La activación de estas células produce una 

disminución masiva de la expresión de la isoforma BLIMP-1Δ7/6, permitiendo la 

expresión de BLIMP-1α y la inducción de diferenciación final a célula plasmática 
103

. 

Con el fin de estudiar una posible interrelación entre esta isoforma y las demás 

isoformas en la CLL, decidimos estudiar su localización intracelular en líneas celulares 

de CLL. Vimos que hay una co-expresión de BLIMP-1Δ6 y BLIMP-1α en el citoplasma 

y en el núcleo de las células, aunque la primera se encuentra principalmente en el 

citoplasma mientras la segunda se detecta principalmente en el núcleo, lo que sugiere 

que BLIMP-1Δ6 podría interaccionar con BLIMP-1α. Las muestras primarias de CLL 

mostraron el mismo patrón de localización, pero con una prevalencia de la isoforma 

BLIMP-1Δ6, localizada principalmente en el citoplasma. Todos estos datos sugieren 

que la expresión de BLIMP-1Δ6 en la CLL puede ser un mecanismo regulador de la 

expresión de la forma activa BLIMP-1α, destinado a evitar la diferenciación completa a 

célula plasmática de estas células tumorales.  
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Para confirmar la presencia de la isoforma BLIMP-1Δ6 en los pacientes de CLL, 

hicimos la detección del transcrito de BLIMP-1Δ6 mediante el diseño de unos cebadores 

que abarcan el exón eliminado (exón 6) 
300

 en 50 ganglios linfáticos de pacientes de 

CLL y en las líneas celulares. En todos los casos detectamos en menor o mayor medida 

la presencia del transcrito de BLIMP-1Δ6. Confirmamos que se trataba de BLIMP-1Δ6 

mediante el aislamiento y la secuenciación de la banda en dos líneas de mieloma.  

Según el mecanismo clásico, la diferenciación de las células B lleva a una reducción de 

los marcadores de membrana de célula B (CD19 y CD20), la expresión de marcadores 

de célula plasmática (CD38 y CD138) y un cambio de inmunoglobulinas expuestas a la 

superficie a inmunoglobulinas citoplasmáticas/secretadas. Estos cambios fenotípicos 

correlacionan con una disminución de la expresión de factores de transcripción de las 

células B (como PAX-5), la expresión de factores de transcripción de células 

plasmáticas (como IRF-4 y BLIMP-1 activo) y la adquisición de la morfología de célula 

plasmática con un núcleo excéntrico y un citoplasma abundante, necesario para la 

secreción de anticuerpos 
302

. Nuestros datos muestran que cuando las células de 

pacientes con CLL son estimuladas con IL-2, IL-15 y CpGs según un protocolo 

establecido 
282

, obtenemos un aumento de BLIMP-1α en todos los casos. No obstante, la 

diferenciación a célula plasmática queda incompleta, ya que frente al aumento de CD38 

(en dos de los pacientes), IRF-4, y BLIMP-1α y la aparición de morfología celular 

compatible con diferenciación plasmocelular (tamaño más grande, núcleo excéntrico y 

citoplasma mayor), sólo se observó una pequeña o nula disminución de CD19 y PAX-5, 

sin modificaciones en los niveles de expresión de las isoformas inactivas de BLIMP-1. 

Nuestra observación corrobora un estudio previo, donde también se ha visto que la 

diferenciación de las células de pacientes de CLL es incompleta, presentando algunas 

características de célula B y otras de células plasmáticas 
18

. Al margen de la CLL, la 
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coexpresión de factores de transcripción “opuestos” se ha descrito también en el estadio 

de plasmablasto de las células B 
303

. 

En conclusión, los dos estudios presentados en esta tesis doctoral están relacionados con 

la diferenciación plasmocelular en dos tipos de NHLs. Por un lado vemos que es 

necesaria una correcta detección de SOX11, sobretodo en el MCL, donde su expresión 

divide los MCLs en convencionales e indolentes. Los casos de MCL SOX11 negativos 

se han relacionado con diferenciación plasmocelular y mejor pronóstico (MCL 

indolentes) 
10,11,273

. Y por otro lado vemos que BLIMP-1, el principal regulador de la 

diferenciación a célula plasmática, está principalmente representado en las células de 

CLL por la isoforma inactiva BLIMP-1Δ6. Esta expresión preferencial de BLIMP-1Δ6 

se asocia a una inactivación transitoria de la diferenciación plasmablástica, ya que 

mediante estimulación, las células de CLL son capaces de diferenciarse a estadio de 

plasmablasto. La posibilidad de diferenciar las células puede definir nuevas dianas 

terapéuticas para pacientes de CLL. Actualmente, la terapia de diferenciación se está 

utilizando en ciertas enfermedades hematológicas, principalmente en las leucemias 

agudas 
304

 y está siendo investigada en las células madre tumorales como un medio para 

erradicar esta población tumoral 
305,306

. 
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1. En la detección de SOX11 por IHQ, los cambios post-transcripcionales y las 

modificaciones post-traduccionales no tienen impacto en la detección de esta 

proteína.  

2. Los anticuerpos monoclonales anti-SOX11
143 

y anti-SOX
MQR-58

, son los más 

sensibles detectando SOX11. Aunque de los dos, el anti-SOX
MQR-58 

es el único 

que no detecta SOX4 y, por lo tanto, es más específico.  

3. La detección por IHQ con los anticuerpos seleccionados, en muestras de MCL y 

otros linfomas, es más débil con el anti-SOX
MQR-58

 que con el anti-SOX11
143

. 

De manera que, para la utilización en IHQ, sería más indicado el anti-SOX11
143

, 

ya que con el otro anticuerpo podríamos estar perdiendo poblaciones de células 

poco positivas para SOX11. 

4. Las células foliculares dendríticas y las células de las vénulas del endotelio alto 

son SOX11+. Son necesarios más estudios para esclarecer el papel de SOX11 

como marcador de estas poblaciones celulares y para los tumores derivados de 

estas. 

5. La expresión de ciclina D1 y la expresión de SOX11 son fenómenos 

independientes. 

6. La expresión de BLIMP-1 en los pacientes de CLL es mucho más frecuente de 

lo que se había descrito previamente. 

7. La expresión de BLIMP-1 por IHQ correlaciona con los niveles de IRF-4 pero 

no con los niveles de PAX-5. 

8. Los pacientes de CLL expresan mayoritariamente la isoforma BLIMP-1Δ6, 

tanto en nódulos linfáticos como sangre periférica, independientemente del 

estatus de SF3B1.  
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9. La expresión mayoritaria de BLIMP-1Δ6 es una característica casi exclusiva de 

CLL. Se ha detectado la expresión de BLIMP-1Δ6 en otros tipos de linfomas, 

pero con predominancia de las otras isoformas. 

10. En todos los pacientes con CLL analizados, se detecta el mRNA de la isoforma 

BLIMP-1Δ6.  

11. La estimulación de las células primarias de CLL con IL-2, IL-15 y CpGs 

produce una diferenciación incompleta de los linfocitos B de CLL. Se producen 

cambios morfológicos en las células con un aumento de CD38, IRF-4 y  

BLIMP-1α, pero sin modificación en los niveles de CD19, PAX-5 y las 

isoformas inactivas de BLIMP-1. 

12. En la CLL, la diferenciación plasmocelular se encontraría bloqueada por la 

expresión de la isoforma alternativa BLIMP-1Δ6. Serán necesarios estudios 

adicionales para esclarecer el mecanismo por el cual estas células expresan esta 

isoforma.  
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ANEXO I 

Material y métodos artículo II (Leukemia & Lymphoma) 

Muestras de pacientes  

Se han recogido muestras de 137 pacientes en un solo instituto entre el 1990 y 2012. Se 

incluyeron en este estudio las muestras diagnosticadas como CLL siguiendo los criterios 

histológicos estándar y la clasificación de la WHO 
136

. Se ha obtenido el consentimiento 

informado de todos los pacientes, de acuerdo con la junta de revisión institucional del 

Hospital Clínic (Barcelona, España) y de acuerdo con las directrices del comité de ética 

local. Los datos clínicos y biológicos en el momento del diagnóstico se muestran en la 

tabla 1 del artículo II. El origen de la biopsia fue el nódulo linfático (116 casos), el bazo 

(3 casos) o los tejidos extranodales (18 casos). En todos los casos se ha estudiado, en 

sangre y tejido, la presencia de características de diferenciación a plasmocelular, 

incluyendo núcleo excéntrico, cambios en la cromatina, expansión citoplasmática y la 

presencia de cuerpos de Russel y Dutcher. El inmunofenotipo de célula plasmática se 

evaluó mediante la expresión de CD138 y la pérdida de PAX-5. La secreción de 

inmunoglobulinas es una característica de las células plasmáticas funcionales 

ampliamente usado para identificar la diferenciación completa a célula plasmática. La 

expresión de inmunoglobulinas citoplasmáticas por inmunohistoquímica, utilizado 

comúnmente como sustituto a la detección de secreción de inmunoglobulinas, ha sido el 

método utilizado para determinar la diferenciación secretora 
271,307

. En este contexto, la 

diferenciación completa a célula plasmática se define por darse al mismo tiempo: la 

morfología, el inmunofenotipo y la diferenciación secretora. La diferenciación 

plasmocelular defectuosa se define por la pérdida de la morfología celular y la 

diferenciación secretora, en asociación con un inmunofenotipo incompleto de célula 

plasmática.  
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Inmunohistoquímica 

 Los estudios inmunohistoquímicos se realizaron con un panel de anticuerpos 

monoclonales y policlonales en cortes de muestras parafinadas (Tabla 1, Anexo I). Se 

utilizó un sistema de detección por peroxidasa, protocolos estándar de recuperación de 

antígeno y máquinas de tinción automatizadas (DakoAutostainer, Glostrup, Denmark 

and Bond Max, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Para IRF-4, BLIMP-1 y 

XBP-1 sólo se ha considerado la tinción nuclear, ya que estos factores se localizan 

predominantemente en el núcleo. Los casos se han considerado positivos si más del 

20% de las células tumorales eran positivas.  

El anticuerpo de BLIMP-1 utilizado, se ha diseñado contra los aminoácidos 176-307 de 

BLIMP-1α 308
. El anticuerpo BLIMP-1 ROS195 reconoce la región carboxilo terminal 

de BLIMP-1α, que es común para las tres isoformas de BLIMP-1 (BLIMP-1α, BLIMP-

1β y BLIMP-1Δ6).  

 

Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Las siguientes 11 líneas celulares representan los NHLs estudiados para la expresión de 

BLIMP-1: SU-DHL-6, SU-DHL-16, SU-DHL-8 (DLBCL), MAVER-1, MINO, JEKO-

1 (MCL), MM1.S y U266 (MM), MEC-2, JVM-3 y JVM-13 (CLL). Todas las líneas 

celulares se han obtenido del ATCC (Manssas, VA) o del Leibniz-Institute DSMZ 

(Braunschweig, Alemania). Todas las líneas celulares se han cultivado en medio RPMI 

1640 o IMDM (MEC-2) complementado con 10-20% de suero fetal (FBS), 2mM de 

glutamina y 50μg/mL de penicilina-estreptomicina (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). 

Los cultivos se han mantenido a 37ºC con el 5% de dióxido de carbono.  
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Extracción de proteínas y western blot 

Células en crecimiento exponencial (aproximadamente 10
6
 células/mL) se han lisado 

mediante el buffer RIPA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y las muestras de 

tumores congelados se han lisado mediante T-PER (Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, IL, EUA), añadiendo en ambos casos el cóctel inhibidor de fosfatasas y 

proteasas (Thermo Fisher Scientific). La cuantificación de las muestras se ha hecho 

mediante Bio-Rad protein assay (Bio-Rad laboratorios, Hercules, CA, EUA) siguiendo 

las instrucciones del producto. Hemos utilizado la misma cantidad de proteína total de 

cada extracto (30-50μg del total extraído) para determinar la cantidad específica de 

proteínas. Las muestras se han reducido mediante Laemmli Sample Buffer con DTT y 

se han separado por electroforesis en un gel SDS-PAGE del 7%. Después se han 

transferido las proteínas a una membrana Immobilon-P con tamaño de poro de 0.45μm 

(Merck kGaA, Darmstadt, Alemania), y las membranas se han bloqueado con 

50mmol/L de buffer Tris pH 7,6 con Tween 20 (TBST) y con un 5% de leche en polvo 

sin grasas.  

En el caso del lisado para obtener las fracciones subcelulares, el pellet de células se ha 

resuspendido en un buffer hipotónico (10Mm Tris-HCl pH 7.4, 10mM NaCl, 3mM 

MgCl2 y 0.05% NP-40) para la obtención de la fracción citosólica. El pellet con la 

fracción nuclear se ha resuspendido en buffer RIPA (Sigma Aldrich), utilizando en 

ambos casos el inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo Fisher Scientific). 

Obteniendo de ese modo la fracción de proteínas citoplasmáticas y la fracción de 

proteínas nucleares.  

Las membranas se han incubado con el anti-BLIMP-1, anti-IRF-4, anti-PAX-5, anti-

LaminB1 y anti-α-tubulina, este último como control de carga (Tabla 2, Anexo I). La 
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unión del anticuerpo primario se ha detectado mediante anticuerpos secundarios 

conjugados con peroxidasa del rábano picante (HRP) (Tabla 3, Anexo I), y luego hemos 

revelado mediante la utilización de sustrato quimioluminiscente SuperSignal West 

Femto o Pierce ECL Western Blotting (ambos de Thermo Fisher Scientific). Las 

imágenes se han visualizado y analizado en la cámara mini LAS4000 y el programa 

informático Multi GAUGE (Fujifilm, Tokyo, Japón).  

 

Extracción de RNA, síntesis de cDNA y PCR 

El RNA se ha extraído de los pellets de células congelados y de secciones de tejido 

congelado, siguiendo el protocolo estándar de extracción de RNA con TRIZOL. La 

síntesis de DNA complementario se ha hecho a partir de 500ng de RNA total y se ha 

generado utilizando la siguiente mezcla: tampón para la hebra molde, DTT, dNTPs y 

pd(N)6, como enzima de retro-transcripción la M-MLVRT (Invitrogen, Life 

Technologies) y el inhibidor de ribonucleasa (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). La 

PCR se ha hecho mediante los siguientes cebadores:  

Para BLIMP-1 humano (utilizando cebadores que abarca el exón 6): 

El cebador directo: 5’-ACA TGA CCG GCT ACA AGA CC-3’ (exón 5)  

El cebador reverso: 5’-GCA GTT TCA GGT GCA CAA AC-3’ (exón 7)  

Y para GAPDH humano: 

El cebador directo: 5’-CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC-3’  

El cebador reverso: 5’-TTC TAG ACG GCA GGT CAG GT-3’. 
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La PCR para amplificar el cDNA de BLIMP-1 y GAPDH, con los cebadores descritos, 

se ha hecho con la polimerasa AmpliTaq Gold®360 DNA polymerase 

(AppliedBiosystems, Life Technologies), siguiendo las indicaciones del producto. Los 

productos de la PCR se han analizado en un equipo de electroforesis capilar QIAxcel 

Advanced Instrument (Quiagen, Venlo, Holanda). Para la secuenciación de la banda 

BLIMP-1Δ6 resultante de la PCR, el producto de la PCR de BLIMP-1 se ha cargado en 

un gel de agarosa del 2%. La banda correspondiente a BLIMP-1Δ6 se ha purificado del 

gel, utilizando el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, 

Alemania), se mandó a secuenciar a Beckman Coulter Genomics (Technelysium, South 

Brisbane, Australia) y se analizó con el programa ClustalW2 (EMBL-EBI, Cambridge, 

Reino Unido), utilizado las secuencias de referencia de la base de datos Ensembl 

(creada por EMBL-EBI y Wellcome Trust Sanger Institute).  

 

Diferenciación plasmocelular in-vitro de pacientes de CLL 

Linfocitos de sangre periférica de tres pacientes de CLL se han cultivado en un medio 

libre de FBS, el AIM-V (adoptive immunotherapy media-V) (Gibco-Invitrogen). Para la 

estimulación de los linfocitos B, las células se han cultivado durante 72h en medio 

AIM-V (control) o en medio AIM-V complementado con 2.5μg/mL CpG ODN2006 

(InvivoGen, San Diego, CA, EUA), 10ng/mL de IL-15 humana (Sigma-Aldrich) y 

94IU/mL de IL-2 humana (Sigma-Aldrich). La morfología celular de las células 

primarias controles y diferenciadas a 72h se ha evaluado mediante tinción Giemsa con 

la utilización de Thinprep (Hologic, Inc. Marlborough, MA, EUA).  
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Citometría de flujo 

La diferenciación plasmocelular in vitro se he evaluado por citometría de flujo con el 

citómetro Attune® Acoustic Focusing Cytometer y se han analizado los resultados con 

el programa Attune® Cytometric-Software (Applied Biosystems). Se utilizaron los 

anticuerpos anti-CD19, anti-CD38 y sus correspondientes controles isotípicos (Tabla 4, 

Anexo I). Además, también se ha hecho un seguimiento de la apoptosis – muerte 

celular, por citometría, mediante el kit de detección AnnexinV-FITC Apoptosis 

detection kit (BMS500FI, Affimetrix eBioscience, San Diego, CA, EUA). 
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TABLA 1. ANEXO I 

 

ANTICUERPO CLON ESPECIFICIDAD 
ESPECIE 

(HOST) 
DILUCIÓN PROVEEDOR REF. 

RECUPERACIÓN 

VISUALIZACIÓN 

BLIMP-1 ROS195 Humano Ratón 1:10 CNIO* - 
CC1 pH 7.5 

UltraView 

IRF-4 MUM1p Humano Ratón 1:100 DAKO M7259 
EDTA 1Mm pH 9 

Envision Flex 

PAX-5 DAK-PAX5 Humano Ratón RTU DAKO M7307 
EDTA 1Mm pH 9 

Envision Flex 

BCL6 PG-B6p Humano Ratón RTU DAKO IS625 
EDTA 1Mm pH 9 

Envision Flex 

XBP-1 Policlonal Humano Conejo 1:100 Santa Cruz sc-7160 
EDTA 1Mm pH 8 

Refine Polymer Detection System 

CD138 MI15 Humano Ratón RTU DAKO IS642 
EDTA 1Mm pH 9 

Envision FlexEDTA 1Mm pH 9 

ZAP70 2F3.2 Humano Ratón RTU DAKO IS653 
EDTA 1Mm pH 9 

Envision Flex 

CADENA κ Policlonal Humano Conejo 1:16.000 DAKO IS506 
Citrato 10mM pH 6 

Envision Flex 

CADENA λ Policlonal Humano Conejo 1:16.000 DAKI IS507 
Citrato 10mM pH 6 

Envision Flex 
 

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para la inmunohistoquímica, casa comercial y condiciones en las que se ha utilizado. *El anticuerpo de BLIMP-1 ha sido proporcionado por Giovanna 

Roncador (CNIO). UltraView (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, EUA), Envision Flex (DAKO, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), Refine Polymer Detection System (Leyca 

Microsystems, GmbH, Wetzlar, Alemania). REF, referencia; RTU, listo para usar (Ready To Use). 
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TABLA 2, ANEXO I 

 

ANTICUERPO CLON ESPECIFICIDAD 
ESPECIE 

(HOST) 
DILUCIÓN PROVEEDOR REF. 

BLIMP-1 ROS195 Humano Ratón 1:500 CNIO - 

IRF-4 Policlonal Humano Cabra 1:200 Santa Cruz sc-6059 

PAX-5 Policlonal Humano Cabra 1:500 Santa Cruz sc-1974 

LAMIN B1 Policlonal Humano Conejo 1:1.000 Abcam Ab16048 

α-TUBULINA B-5-1-2 Humano Ratón 1:5.000 Sigma T6074 

 

Tabla 2. Anticuerpos primarios, utilizados para los western blots del Artículo II. Ref., referencia.  

 

TABLA 3, ANEXO I 

 

ANTICUERPO CLON ESPECIFICIDAD 
ESPECIE 

(HOST) 
DILUCIÓN PROVEEDOR REF. 

IgG-HRP Policlonal Ratón Cabra 1:5.000 Sigma A9044 

IgG-HRP Policlonal Conejo Cabra 1:5.000 Sigma A0545 

IgG-HRP Policlonal Cabra Conejo 1:2.000 Santa Cruz sc-2768 

 

Tabla 3. Anticuerpos secundarios, utilizados en los western blots del Artículo II, todos ellos conjugados a la peroxidasa del 

rabano picante (HRP). 

 

TABLA 4, ANEXO 1 

 

ANTICUERPO ISOTIPO FLUOROCROMO ESPECIFICIDAD 
ESPECIE 

(HOST) 
PROVEEDOR REF. 

CD19 IgG1κ FITC Humano Ratón BD 345788 

CD38 IgG1κ PE Humano Ratón BD 555460 

IgG1 IgG1κ FITC Humano Ratón Beckman A07795 

IgG1 IgG1κ PE Humano Ratón BD 555749 

 

Tabla 4. Anticuerpos y controles isotípicos para citometría, utilizados en la citometría del Artículo II. 
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