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Célula tumoral (HRS)
Alteraciones genéticas

y epigenéticas
Poblaciones 
inmunitarias 

Microambiente 
tumoral (MAT)

Moléculas
(IL, CXCL, CCL…) VEB

Fisiopatología del LH
Mecanismos implicados



Múltiples mecanismos genéticos y epigenéticos implicados en la biología del LH

Epigenética
Modificación expresión genes sin 

alteraciones DNA

• Pérdida marcadores LB

• Hipermetilación promotores

• Silenciando reguladores clave 
del programa LB

• Sobreexpresión antagonistas 
transcripcionales (NOTCH1, ID2)

DAC: vorinostat
ATO + tto LNH-B

NF-κB
Factores transcripción familia REL: 
papel inmunitario e inflamatorio

• Ganancia/amplificación: REL 
(70%), MAP3K14, BCL3

• Mutaciones reguladores nega-
tivos: NFKBIA, NFKBIE, TNFAIP3

• é TNFR (CD30, CD40)

• Activación VEB (LMP1 y 2)

CD30: brentuximab, CART
Bortezomib

JAK/STAT
Señal extracel. à señal intracel. (JAK) 

à fact. transcripción (STAT): 
inflamación y regulación inmune

• Amp. 9q24.1: JAK2

• Mutaciones activadoras: STAT6

• Mutaciones inactivadoras: 
SOCS1, PTPN1

• IL-13, IL-13R, IL-21

• VEB (LMP1)

JAK-2: Ruxolitinib
JAK-1: Itacitinib

Otros

• Ciclo celular, apop-
tosis: p15, p16, p53, 
FAS, Bcl-2, Bcl-XL

• PI3K-AKT

• CMH: mut. B2M

• Amp. 9q24.1: PD-
L1, PD-L2 

ICP: Nivo, pembro…
PI3K: Idela, copanlisib

Bcl-2: Venetoclax

Fisiopatología del LH
Alteraciones genéticas y epigenéticas



Reclutamiento:
• Eosinófilos: IL-5, CCL5, CCL28, GM-CSF
• Mastocitos y mesenquimales: CCL5
• LT: CCL5, CCL17, CCL20, CCL22
• NK: CXCL9, CXCL10, INF-γ, no IL-2
• Monocitos/TAM: CCL5, M-CSF, IL-4, IL-13

Las células de HRS producen diversas citoquinas y quimiocinas que modulan el MAT

Proliferación MAT:
• Treg: IL-7
• Monocitos/TAM: M-CSF
• Fibroblastos: IL-13, TNF-α, TGF-β, FGF
• Mesenquimales: TNF-α, TGF-β
• Angiogénesis: VEGF, FGF, TGF-β
• Inhibición células efectoras: IL-10, TGF-β, PGE2

Selección poblaciones 
celulares

Crecimiento HRS

Reclutamiento:
• Fibroblastos: eotaxina, CCL5
• Mesenquimales: CCL5
• Monocitos/TAM: CCL3, 

CCL17, IL-10, TGF-β, PGE2
• LT: IL-3, IL-10

’00s (s. XX)

é inmunosupresosas

ê Proinflamatorias 
/efectoras

• LTh
• Treg
• TAM M2
• MDSC
• CAF

• LT CD8+ (citotox.)
• NK
• TAM M1

Proliferación HRS:
• LT: CCR5 lig, IL-3.
• Monocitos/TAM: CCR5 lig, IL-

15, CD137L
• Mesenq.: CCR5 lig, IL-7, IL-6
• PMN: APRIL

Selección 
poblaciones 

celulares

Fisiopatología del LH
Moléculas



• Células Hodgkin y Reed-Sternberg 1-2% de la celularidad del tumor

• Las células inmunitarias son educadas por las tumorales mediante citoquinas, quimiocinas y
moléculas de superficie, en parte relacionado con las alteraciones genéticas (integración)

• Infiltrado inflamatorio muy polimorfo: neutrófilos, macrófagos, linfocitos T (helper, reguladores,
citotóxicos), linfocitos B, células NK, eosinófilos, mastocitos, células plasmáticas, fibroblastos

• Predominio cuantitativo y/o funcional de las poblaciones celulares inmunosupresoras respecto a
las efectoras à respuesta inmunitaria inefectiva

• El MAT puede ser evaluado por la CMF…

Fisiopatología del LH
Microambiente tumoral
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✗ • Células linfoide B: PAX5+

• Ausencia marcadores pan-B: CD19-, CD20-, CD79b-

• Origen centro germinal (pre-centroblasto): 
hipermutaciones somáticas 

• Ausencia marcadores CG: Bcl-6-, Bcl-2-

• Ausencia CD45

• Expresión característica: CD30+ (≈100%), CD15+ (≈75%)

• Raros casos, marcadores linfoides T: CD2, CD4

• Expresión otros marcadores: MUM1/IRF4, HLA-DR, 
CD25, CD86 (CTLA-4 ligando) CD95 (Fas-ligando) CD123, 
CD200, CD274 (PD-L1)

• Múltiples mecanismos de evasión inmune

Fisiopatología del LH: MAT
1. Células de HRS

Células muy particulares por…
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Fisiopatología del LH: MAT
2. Linfocitos T



CD47

PD-L1

Célula HRS

LT CD4+ helper

LT CD4+

regulador

CD25

CD15

CD30

PAX5

CMH I

CD25FoxP3

CCR5

LT CD8+

y NK
CD200

CD39

CD73

CD123

PD-L2

HVEM

CD40L
CD40

CMH II

1

2

CD80

CMH II

RCT

PD-1

CTLA-4

BTLA

CD200R

PD-1

LAG-3

A2AR

3

LAG-3
RCT

TIM-3

Adenosina2

CTLA-4
LAG-3

Fisiopatología del LH: MAT
3. Punto de control inmune (immune check point)
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Fisiopatología del LH: MAT
4. Macrófagos asociados al tumor (tumor associated macrophages)
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Fisiopatología del LH: MAT
5. Células mieloides supresoras (MDSC) y fibroblastos asociados al cáncer (CAF)

Activación
vía NF-κB
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Vaso sanguíneo

Brentuximab vedotin,
CART, AFM-13

Camidanlumab
teserisine

CART

Nivolumab, 
pembrolizumab,
camrelizumab, 

tislelizumab, sintilimab

Ipilimumab

Avelumab, 
atezolizumab

AFM-13

BMS-986016

Magrolimab
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Se diferencian dos tipos de MAT en función de la expresión de CMH I o II
y del tipo específico de Treg à tto. dirigido del inhibidor del checkpoint??

Fisiopatología del LH: MAT
Importancia de la expresión de CMH tipo I o II

Modificado de Steidl C. ISHL 2021



’00s (s. XX)

1. Fisiopatología del LH  

Índice

I. Tejido tumoral

II. Sangre periférica

2. Diagnóstico IF  3. Estudio IF del MAT

Neoplasia inmunomediada
por excelencia

¿Podemos diagnosticar el LH clásico mediante CFM?



Dificultades

Muy elevado FSC/SSC

Escasa proporción (<1%)

Difícil aislamiento (rosetas LT)

CD45-/+d

Facilidades

Muy elevado FSC/SSC

Marcadores “específicos” (CD30, CD40)

Marcadores atípicos para LB
(CD15, CD25, CD123)

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Características de las células de HRS



Fluoro-
cromo

APC-
Cy7 ECD APC PE-Cy7 PE PE-

Cy5.5 APC-H7 FITC APC-
A700 PB

6 colores
LH clásico CD3 - CD95 CD20 CD30 CD40 - CD64 - -

9 colores 
LH clásico - CD5 CD15 CD20 CD30 CD40 CD45 CD64 CD71 CD95

Fluoro-
cromo V450 ECD APC PE-Cy7 PE PE-

Cy5.5 APC-H7 FITC APC-
A700 A488 A594

Tubo 1
LH PLN CD75 CD5 CD54 CD20 CD32 CD40 CD45 CD64 CD71 CD10 CD38

Tubo 2
LH PLN DAPI CD5 CD54 CD10 Bcl-6 CD40 CD20 CD64 CD71 - CD38

Fromm JR. et al. 2014
Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019

Proponen 1 tubo para LH clásico y linfoma primario mediastíncio y 2 tubos para LH 
predominio linfocítico nodular y LCGB rico en células T

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS



Marcadores de selección de células HRS y exclusión de poblaciones

Fluoro-
cromo

APC-
Cy7 ECD APC PE-Cy7 PE PE-

Cy5.5 APC-H7 FITC APC-
A700 PB

6 colores
LH clásico CD3 - CD95 CD20 CD30 CD40 - CD64 - -

9 colores 
LH clásico - CD5 CD15 CD20 CD30 CD40 CD45 CD64 CD71 CD95

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fromm JR. et al. 2014
Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019

Grewal RK, et al. Cytometry B Cli Cytom. 2019



Fluoro-
cromo

APC-
Cy7 ECD APC PE-Cy7 PE PE-

Cy5.5 APC-H7 FITC APC-
A700 PB

6 colores
LH clásico CD3 - CD95 CD20 CD30 CD40 - CD64 - -

9 colores 
LH clásico - CD5 CD15 CD20 CD30 CD40 CD45 CD64 CD71 CD95

• CD3 y CD5 à Exclusión LT

• CD20 à Exclusión LB

• CD30++, CD40+/++, CD95+/++ y CD45-/+d à
Marcadores identificación + éSSC

• CD15+ y CD71-/+ à Marcadores adicionales identificación

• CD64 à Exclusión células estirpe monocítica

2 poblaciones de células HRS:

- CD3/CD5+ y CD45+ à HRS + rosetas LT

- CD3/CD5- y CD45-/+d à HRS aisladas

Marcadores de selección de células HRS y exclusión de poblaciones

Fromm JR. et al. 2014
Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019

Grewal RK, et al. Cytometry B Cli Cytom. 2019

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS



Fromm JR. et al. 2014
Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS



Fromm JR. et al. 2014
Grewal RK, et al. Cytometry B Cli Cytom. 2019

• Inmunoblastos (CD30+) à CD30++, autofluorescencia

• ALCL (éSSC, CD30+, CD40-/+) à CD40++, LT “normales”

• LDCGB (CD30+, CD20++) à CD30++, CD20-/+d, éSSC

Diagnóstico diferencial célula HRS Células HRS no LH clásico

• LNH-T (periférico) à población clonal T

• LNH-B (LDCGB, LLC) à población clonal B

Diagnóstico diferencial (por inmunofenotipo) del LH clásico

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS



Estrategia de selección para detectar las células de HRS

1. Aumento SSC

1 2

2. Expresión intensa CD30 + discreta autofluorescencia FITC

3

3. Expresión CD40, ausencia o expresión débil CD20

4

4. Expresión CD95
Fromm JR. et al. 2014

Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019
Grewal RK, et al. Cytometry B Cli Cytom. 2019

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS



Estrategia de selección para detectar las células de HRS

*

* Criterio adicional: 
diagonal CD45/CD LT

Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fromm JR. et al. 2014
Glynn E, et al. Methods Mol Biol. 2019

Grewal RK, et al. Cytometry B Cli Cytom. 2019



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Martig DS and Fromm JR. Cytometry B Clin Cytom. 2022.

Estrategia de selección para detectar las células de HRS



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Estrategia de selección para detectar el LH predominio linfocítico nodular

Martig DS and Fromm JR. Cytometry B Clin Cytom. 2022.



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Martig DS and Fromm JR. Cytometry B Clin Cytom. 2022.

Estrategia de selección para detectar el linfoma primario mediastínico



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Martig DS and Fromm JR. Cytometry B Clin Cytom. 2022.

Estrategia de selección para detectar el LCGB rico en linfocitos



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fluoro-
cromo HV450 HV500 FITC PE PerCP-

Cy5.5 PECy7 APC APC-H7

Tubo 1 CD20 CD45 CD25 CD95 CD3 CD19 CD123 CD40

Tubo 2 HLA-DR CD45 CD15 CD30 CD3 CD19 CD123 CD40

• Marcadores de selección células HRS: 
CD30, CD40 y CD95

• Marcadores de exclusión células HRS: 
CD3, CD19 y CD20++

• Marcadores de caracterización células 
HRS: CD15, CD20, CD25, CD123 y HLA-DR

1. Detección de las células de HRS



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fluoro-
cromo HV450 HV500 FITC PE PerCP-

Cy5.5 PECy7 APC APC-H7

Tubo 1 CD20 CD45 CD25 CD95 CD3 CD19 CD123 CD40

Tubo 2 HLA-DR CD45 CD15 CD30 CD3 CD19 CD123 CD40

1. Detección de las células de HRS

• Marcadores de selección células HRS: 
CD30, CD40 y CD95

• Marcadores de exclusión células HRS: 
CD3, CD19 y CD20++

• Marcadores de caracterización células 
HRS: CD15, CD20, CD25, CD123 y HLA-DR

Imágenes propias del Laboratorio de Citometría de Flujo del H. La Fe



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fluoro-
cromo HV450 HV500 FITC PE PerCP-

Cy5.5 PECy7 APC APC-H7

Tubo 1 CD20 CD45 CD25 CD95 CD3 CD19 CD123 CD40

Tubo 2 HLA-DR CD45 CD15 CD30 CD3 CD19 CD123 CD40

2. Caracterización células de HRS

• Marcadores de selección células HRS: 
CD30, CD40 y CD95

• Marcadores de exclusión células HRS: 
CD3, CD19 y CD20++

• Marcadores de caracterización células 
HRS: CD15, CD20, CD25, CD123 y HLA-DR

Imágenes propias del Laboratorio 
de Citometría de Flujo del H. La Fe



Diagnóstico inmunofenotípico del linfoma de Hodgkin
Panel de estudio IF de las células de HRS

Fluoro-
cromo HV450 HV500 FITC PE PerCP-

Cy5.5 PECy7 APC APC-H7

Tubo 1 CD20 CD45 CD25 CD95 CD3 CD19 CD123 CD40

Tubo 2 HLA-DR CD45 CD15 CD30 CD3 CD19 CD123 CD40

3. Estudio del MAT

Población Linfocitos LT LT CD4+ LT CD8+ NK LB

Mediana, % 
(rango)

96,8
(97,6-84,2)

67,75
(54,9-84,6)

79
(61-88)

16,9
(11-33,9)

0,6
(0,2-2,8)

32,15
(15,2-48,9)

Población Neutrófilos Monocitos Eosinófilos Basófilos CP CDP

Mediana, % 
(rango)

0,89
(0,09-2,69)

0,64
(0-6,8)

0,46
(0-3,79)

0
(0-0,22)

0,05
(0-2,18)

0,45
(0,1-2,25)

Imágenes propias del Laboratorio 
de Citometría de Flujo del H. La Fe

CP = células plasmáticas, CDP = células dendríticas plasmocitoides
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Alonso-Álvarez S, et al. Leuk Lymphoma. 2016

• 92 pacientes LH tratados con ABVD

• Estudio LB, LT totales, CD4+, CD8+ y ratio 
CD4+/CD8+

(28%)
(72%)

Linfos (92%)

(54%)
(12%)

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: valor pronóstico de la población linfoide



Alonso-Álvarez S, et al. Leuk Lymphoma. 2016

A mayor % LT CD4+ y menor % LT CD8+ (mayor ratio CD4+/CD8+),
peor freedom from treatment failure

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: valor pronóstico de la población linfoide



Alonso-Álvarez S. et al. Leuk Lymphoma. 2016

La ratio CD4+/CD8+ es la única variable independiente que predice
la freedom from treatment failure en LH estadio avanzado

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: valor pronóstico de la población linfoide



1. Jachimowicz RD, et al. Haematologica. 2021
2. Grund J, et al. Br J Haematol. 2023

El bajo recuento de linfocitos B en el MAT se asocia a un peor pronóstico

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: valor pronóstico de la población linfoide

HD14 (ABVD*)2HD12, HD15 y HD18 (escBEACOPP)1

- Validado en otra cohorte independiente
- Tanto para SLP como SG

- No correlación con LB en SP 



Di Gaetano R, et al. Ann Hematol. 2014
Henry M, et al. Pediatr Blood Cancer. 2018

Greaves P, et al. Blood. 2013 

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: valor pronóstico de la población linfoide

• Estudian por CMF las subpoblaciones linfoides y el subgrupo LT CD4+, 
CD26-, CD38+ (linfocitos activados) à marcador surrogado Treg

• En LH hay un mayor predominio de LT y menor de LB, con un aumento 
de LT CD4+, CD26-, CD38+ (activados), respecto a individuos sanos

• Estudio por CMF de las subpoblaciones linfocitarias y 
subtipos de LT (CD38+, DR+ -LT activados-)

• A mayor proporción de LT CD38+, DR+, mejor tasa de 
respuestas completas mantenidas y supervivencia 
libre de enfermedad

• Estudian por CMF a partir de muestras congeladas: Th1 y 
Th2, LT memoria, Treg, secreción citoquinas, estudios de 
funcionalidad y proliferación linfocitaria



Steidl C, et al. NEJM. 2010

• 130 muestras congeladas de adenopatías LH

• Estudio mediante GEP de las firmas celulares del MAT

Estudio inmunofenotípico del MAT
Tejido tumoral: macrófagos asociados al tumor

A mayor porcentaje de TAM, peor supervivencia
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Neutrófilos y monocitos = inmunidad tumoral

Linfocitos = inmunidad huésped

Recuento absoluto 
neutrófilos (RAN) 

Recuento absoluto 
linfocitos (RAL) 

Recuento absoluto 
monocitos (RAM) 

Ratio neutrófilo/linfocito 
(ratio RAN/RAL) 

Ratio linfocito/monocito 
(ratio RAL/RAM) 

Las poblaciones inmunitarias en sangre periférica reflejan el estado inmune tumoral y 
del huésped, adquiriendo valor pronóstico en el LH

1 a favor
1 en contra

7 a favor
4 en contra

4 a favor
2 en contra

5 a favor
0 en contra
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12 a favor
3 en contra

Estudio inmunofenotípico del MAT
Sangre periférica: estudios de las poblaciones del hemograma
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↓
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La linfopenia constituye uno de los parámetros de mal 
pronóstico del IPS Hasenclever

Hasenclever D, et al. NEJM. 1998

Estudio inmunofenotípico del MAT
Sangre periférica: recuento absoluto de linfocitos



Un mayor RAM se asocia con una peor SLP y SG 

Tadmor T, et al. Mayo Clin Proc. 2015

Estudio inmunofenotípico del MAT
Sangre periférica: recuento absoluto de monocitos



Una menor ratio RAL/RAM se asocia a un peor pronóstico independiente de la PET2

Simon Z, et al. Int J Hematol. 2016

+ =

Estudio inmunofenotípico del MAT
Sangre periférica: ratio RAL/RAM

Ratio RAL/RAM PET2 Modelo combinado



Una mayor ratio RAN/RAL se asocia a una peor SLP y 
predice la positividad de la PET2

Romano A, et al. Cancer Med. 2020

Estudio inmunofenotípico del MAT
Sangre periférica: ratio RAL/RAM



Conclusiones

’00s (s. XX)

1. Fisiopatología del LH  

I. Tejido tumoral

II. Sangre periférica

2. Diagnóstico IF  3. Estudio IF del MAT

Neoplasia inmunomediada
por excelencia

¿Podemos diagnosticar el LH 
clásico mediante CFM?

¿Podemos estudiar el MAT del LH?

¿Qué valor pronóstico tiene?

• El MAT es crítico en la fisiopatología del LH, es la base para el desarrollo de terapias dirigidas
•

• Podemos detectar las células de HRS mediante CFM (CD30, CD40, CD95, ↑FSC y SSC)
• También podemos caracterizar inmunofenotípicamente las células de HRS

•

• La CFM permite analizar el MAT y cuantificar sus poblaciones inmunitarias
• El MAT tiene una implicación pronóstica tanto en tejido tumoral como en sangre periférica, 

aunque desconocemos gran parte de su funcionamiento y no tiene aplicación terapéutica
•



¡MUCHAS
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