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1. Resumen

La enfermedad de Castleman se caracteriza por la presencia de proliferaciones
ganglionares linfaticas reactivas ricas en células B. Por su parte, el linfoma B difuso de célula
grande comprende un espectro de neoplasias con unas caracteristicas morfologicas, genéticas y
clinicas diferentes. La via de sefalizacion celular JAK/STAT participa en la regulacion de
multiples procesos bioldgicos, y se ha demostrado implicada en neoplasias linfoides B con
diferenciacion plasmocelular.

En el presente trabajo se llevdo a cabo un estudio morfologico y molecular de la
enfermedad de Castleman. Ademds, nos propusimos investigar si la expresion
inmunohistoquimica de STAT3 fosforilado se asociaba con algun tipo especifico de enfermedad
de Castleman y algin fenotipo y/o subtipo genético de linfoma B difuso de célula grande.

Se gradaron las cinco caracteristicas propuestas en el consenso internacional de
diagnodstico de la enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica. Encontramos que la
hiperplasia de centros germinales fue un hallazgo relativamente caracteristico de la enfermedad
de Castleman multicéntrica idiopatica y, por lo tanto, puede sugerir su diagnostico, en contraste
con otras entidades con cambios de tipo enfermedad de Castleman. Por otra parte, en los casos
con asociacion de neoplasia de células plasmaticas o sindrome POEMS se llevé cabo un estudio
morfologico, inmunofenotipico y de clonalidad linfoide B. El estudio inmunohistoquimico mostrd
restriccion de cadenas ligeras en dos de los seis casos (33%) y puso de manifiesto dos patrones
distintos de infiltracion de células plasmaticas, mientras que el estudio de clonalidad mostré un
patrdn clonal en cinco de los seis casos (83%), aumentando asi la sensibilidad para la deteccion
de la poblacion clonal de células plasmaticas.

Adicionalmente, 1os resultados de nuestra serie mostraron sobreexpresion
inmunohistoquimica de STAT3 fosforilado en enfermedad de Castleman multicéntrica asociada a
HHV-8 en comparacion con la enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica y otras
linfadenitis virales.

Respecto a los 205 casos de linfoma B difuso de célula grande, se clasificaron de acuerdo
con las 18 entidades clinico-patologicas reconocidas. El 71% (n=146) de los casos se consideraron
linfoma B difuso de célula grande NOS. Se estudio el fenotipo de célula de origen mediante
inmunohistoquimica, el 64% (n=112) de los casos fueron GCB y el 36% (n=63) no-GCB. Se
valor6, ademas, la presencia de mutacion en MYD88pL265P, encontrandose en 8 de los 44 casos
analizados, todos ellos de fenotipo no-GCB. También se categorizaron segun el subtipo genético,
hallando como mas prevalente el subtipo ST2, seguido de EZB, BN2 y MCD. Los casos ST2 y
EZB fueron en su mayoria GCB, mientras que los BN2 y MCD fueron no-GCB.

En relacion con la sobreexpresion de STAT3 fosforilado, se vio mayor expresion en los
linfomas asociados a infeccion viral, HHV-8 y virus Epstein-Barr. Aunque se observd mayor
sobreexpresion de la proteina en los casos no-GCB frente a GCB y en aquellos que presentaban
la mutacion en MYDSS, las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Todos los
subtipos genéticos de linfoma B difuso de célula grande mostraron expresion de STAT3
fosforilado, a excepcion de los casos BN2. Este hecho indica que existen distintos mecanismos
de activacion de la via JAK/STAT en el linfoma B difuso de célula grande. La valoracion de la
expresion inmunohistoquimica de STAT3 fosforilado puede servir como marcador subrogado de
la activacion de la via JAK/STAT.
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Abstract

Castleman disease is characterized by reactive lymph node proliferation rich in B cells.
Conversely, diffuse large B-cell lymphoma encompasses a spectrum of neoplasms with distinct
morphological, genetic, and clinical features. The JAK/STAT signaling pathway regulates
multiple biological processes and has been shown to be involved in B-cell lymphoid neoplasms
with plasmacytic differentiation.

In this study, a morphological and molecular analysis of Castleman disease was
performed. Additionally, we aimed to investigate whether phosphorylated STAT3
immunohistochemical expression was associated with any specific type of Castleman disease or
phenotype and/or genetic subtype of diffuse large B-cell lymphoma.

The five characteristics proposed in the international consensus for diagnosing idiopathic
multicentric Castleman disease were graded. We found that germinal center hyperplasia was a
relatively characteristic finding of idiopathic multicentric Castleman disease and may suggest its
diagnosis, in contrast to other entities with Castleman-like changes. In cases associated with
plasma cell neoplasia or POEMS syndrome, a morphological, immunophenotypic, and B-cell
clonality study was conducted. Immunohistochemical analysis revealed light chain restriction in
two of'six cases (33%) and demonstrated two distinct patterns of plasma cell infiltration. Clonality
studies showed a clonal pattern in five of six cases (83%), increasing sensitivity for detecting the
clonal plasma cell population.

Additionally, our series showed significant phosphorylated STAT3 immunohistochemical
overexpression in HHV-8-associated multicentric Castleman disease compared to idiopathic
multicentric Castleman and other viral lymphadenitis.

Regarding the 205 cases of diffuse large B-cell lymphoma, they were classified according
to the 18 recognized clinicopathological entities. 71% (n=146) of the cases were considered
diffuse large B cell Lymphoma NOS. The cell of origin phenotype was analyzed: 64% cases
(n=112) were GCB, and 36% (n=63) were non-GCB. The MYDS88pL265P mutation was
identified in 8 of the 44 analyzed cases, all of which were non-GCB. Cases were also categorized
by genetic subtype, with ST2 being the most prevalent, followed by EZB, BN2, and MCD. ST2
and EZB cases were predominantly GCB, while BN2 and MCD were non-GCB.

Concerning phosphorylated STAT3 overexpression, higher expression was observed in
viral infection-associated lymphomas (HHV-8 and Epstein-Barr virus). Although greater
phosphorylated STAT3 overexpression was seen in non-GCB cases compared to GCB and in
cases with the MYDS88 mutation, the differences were not statistically significant. All genetic
subtypes of DLBCL showed P-STAT3 expression, except for BN2 cases.

This finding indicates that different mechanisms of JAK/STAT pathway activation exist
in diffuse large B-cell lymphoma. The immunohistochemical evaluation of phosphorylated
STAT3 expression may serve as a surrogate marker of JAK/STAT pathway activation.
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2. Introduccion

2.1 Enfermedad de Castleman

La Enfermedad de Castleman (EC) fue descrita por primera vez por Benjamin Castleman
en 1956, a raiz del estudio de una serie de pacientes con adenopatias mediastinicas que se
asemejaban a un tumor timico en aspectos radiologicos, morfoldgicos e incluso microscopicos.
(Castleman B et al., 1956)

Se definieron dos subtipos histologicos de la enfermedad, el patrén hialinovascular,
caracterizado por la presencia de foliculos linfoides atrésicos e hialinizados con deplecion de
linfocitos y proliferacion vascular, y el patron plasmocelular, con existencia de centros germinales
hiperplasicos y una proliferacion difusa de células plasmaticas. (Flendrig JA & Schillings PHM,
1969; Keller et al., 1972)

Dicha enfermedad no es un trastorno unico, sino que se corresponde con varias
enfermedades de diferente etiologia. En términos generales, se caracteriza por la presencia de
proliferaciones ganglionares reactivas ricas en células B con distorsion de la arquitectura normal
del ganglio linfatico y, en algunos casos, con células atipicas que simulan un linfoma, por lo que
debe considerarse en su diagnostico diferencial. (Ferry, 2024)

La EC se puede clasificar segiin el numero de regiones ganglionares afectadas en
unicéntrica (ECU), cuando se limita a un tnico ganglio linfatico o a una sola estacion ganglionar,
o multicéntrica (ECM), si por el contrario involucra a varias estaciones ganglionares. Ademas,
cada subtipo presenta unas caracteristicas histologicas y patologicas diferenciadas y abarca una
serie de trastornos subyacentes distintos, tal y como se representa en la Figura 1. (Dispenzieri &
Fajgenbaum, 2020)

Enfermedad de
Castleman

Unicéntrica Multicéntrica

[ I |
Idiopética POEMS HHV8

TAFRO NOS VIH + VIH -

Figura 1. Esquema general de la clasificacion de la enfermedad de Castleman.

21



2.1.1 Enfermedad de Castleman unicéntrica

2.1.1.1 Epidemiologia y etiologia

La ECU representa el 50-70% de todos los casos de EC. Afecta a individuos de cualquier
edad, con una edad media de 33,8-46 afios (Nishimura et al., 2021) y posee ligera predileccion
por el sexo femenino. (Chadburn et al., 2024b)

A pesar de que su etiologia sigue estando en estudio, los datos en la actualidad sugieren
que su origen mas probable se debe a un proceso clonal de las células dendriticas foliculares.
(Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020)

En este sentido, un estudio reciente que utiliza secuenciacion de ultima generacion del
exoma completo de pacientes con EC revela la existencia de mutaciones somaticas del receptor 3
del factor de crecimiento derivado de plaquetas altamente especificas de ECU. Estas mutaciones
confieren ventajas en términos de proliferacion y supervivencia a células posiblemente estromales
CD45 negativas. (Z. Li et al., 2019)

2.1.1.2 Caracteristicas clinicas

Los pacientes con ECU suelen ser asintomaticos por lo que las lesiones se detectan en su
mayoria de forma incidental en el contexto de un examen fisico por otra causa. Sin embargo, en
ocasiones, pueden presentar sintomas relacionados con el tamaio de la adenopatia y, en el caso
del subtipo mixto/plasmacitico es mas frecuente la aparicion de sudoracion nocturna, fiebre,
anorexia o pérdida de peso; asi como alteraciones analiticas véase anemia, elevacion de la tasa de
sedimentacion  eritrocitica o de la proteina C reactiva, hipoalbuminemia o
hipergammaglobulinemia. (Chadburn et al., 2024b; van Rhee et al., 2020)

Las adenopatias alteradas pueden localizarse en numerosas regiones, tradicionalmente se
ha considerado como sitio méas comun el mediastino, sin embargo, un estudio reciente describe la
cavidad abdominal como localizacién mas frecuente, en concreto el mesenterio. (Nishimura et al.,
2021) El tamafio medio de las adenopatias es mayor que en la ECM. (van Rhee et al., 2020)

2.1.1.3 Aspecto macroscopico e histolopatologia

Para el diagnostico adecuado de ECU es preferible la biopsia escisional (Nishimura et al.,
2021; van Rhee et al., 2020) Asimismo, es importante realizar estudios de imagen, con el fin de
establecer el numero de ganglios linfaticos afectos y su localizacion, y estudios de laboratorio,
incluyendo el analisis de marcadores de respuesta inflamatoria, niveles de hemoglobina o de
albtimina, entre otros. (van Rhee et al., 2020)

La arquitectura del ganglio linfatico generalmente estd distorsionada con alteracion
variable de los distintos compartimentos de este. Podemos encontrar dos subtipos histologicos,
hialino-vascular (ECU-HV), que corresponde al 70-80% de los casos de ECU, y
mixto/plasmacitico. (Chadburn et al., 2024b)

Los ganglios linfaticos con ECU-HV tienden a ser grandes y con una superficie de corte
firme, blanquecina y nodular, con posible presencia de calcificaciones. Por el contrario, aquellos
con ECU mixto/plasmacitico suelen ser mas pequefios y de menor consistencia. (Chadburn et al.,
2024b)

En el subtipo hialino-vascular los foliculos linfoides estan aumentados en numero y en
tamafo y sus centros germinales se encuentran empobrecidos en linfocitos y presentan
prominencia de células dendriticas foliculares (CDF). (Chadburn et al., 2024b; Nishimura et al.,
2021)
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Ademas, estas CDF pueden tener signos de atipia y cumplir criterios para el diagndstico
de tumor/sarcoma de CDF; esta variante de ECU se ha denominado hialino-vascular rica en
estroma. (Danon et al., 1993)

Existen varios hallazgos caracteristicos de la histologia hialino-vascular como el llamado
lollipop, en el cual se aprecian vasos sanguineos hialinizados o esclerdticos penetrando
radialmente en los centros germinales, onion skin, caracterizado por la expansion de la zona del
manto con disposicidén concéntrica de los linfocitos, y twinning, debido a la presencia de dos o
mas centros germinales rodeados por un unico manto. En el espacio interfolicular y en la capsula
podemos encontrar fibrosis, en el primero, ademas, puede apreciarse hipervascularizacion.
Igualmente, puede observarse obliteracion de los sinusoides. (Chadburn et al., 2024b; van Rhee
etal., 2020)

El estudio inmunohistoquimico muestra unos centros germinales deplecionados con
linfocitos B positivos para CD10 y BCL6 y negativos para BCL2. Las zonas del manto expandido
se componen de células B positivas para inmunoglobulina D y para BCL2, pudiendo expresar
débilmente CD5. Las células dendriticas plasmocitoides son positivas para CD68, CD123 y
TCL1. Las células plasmaticas interfoliculares suelen ser politipicas. Ademas, pueden estar
presentes células TdT positivas, aunque rara vez son numerosas, asi como hiperplasia de CDF
positivas para CD21 y CD35 o células fusiformes actina de musculo liso positivas. El antigeno
nuclear asociado a la latencia (LANA) de KSHV/HHVS es negativo, asi como la hibridacion in
sito para el acido ribonucleico (ARN) pequeiio codificado por el virus Epstein-Barr (VEB)
(EBER). (Chadburn et al., 2024b)

El diagnostico diferencial de la ECU-HV incluye la hiperplasia folicular, linfomas como
el linfoma folicular, linfoma del manto o linfoma de la zona marginal, y el tumor/sarcoma de CDF
(Chadburn et al., 2024b, Piris et al., 2018)

Por su parte, en el subtipo mixto/plasmacitico la arquitectura ganglionar suele
preservarse, aunque puede existir hiperplasia de centros germinales y en el espacio interfolicular
es caracteristico observar un aumento en el nimero de células plasmaticas maduras y de vasos
sanguineos. (Nishimura et al., 2021)

El diagnostico diferencial de este subtipo de ECU incluye enfermedades autoinmunes,
trastornos infecciosos, linfoma de Hodgkin y plasmocitoma. (Chadburn et al., 2024b)

2.1.1.4 Prondstico y tratamiento

La esperanza de vida de los pacientes con ECU no se altera tras el diagnostico. No
obstante, se ha observado que estos pacientes tienen mayor riesgo de padecer algunas
enfermedades tales como pénfigo paraneoplasico, bronquiolitis obliterante, amiloidosis
secundaria (AA), neoplasias vasculares o linfomas. (van Rhee et al., 2020)

En la decision terapéutica influyen la localizacion y resecabilidad de la adenopatia y la
presencia o no de sintomas. La mayoria de los pacientes se benefician de la escision quirirgica
como unico tratamiento curativo con rara recurrencia. En ocasiones, debido al tamarfio de la
adenopatia y a la caracteristica hipervascularizacion, puede preferirse realizar una embolizacion
previa a la cirugia para disminuir el sangrado perioperatorio. (van Rhee et al., 2020)

Sin embargo, en algunos pacientes, la adenopatia puede ser irresecable por lo que en ese
caso el tratamiento dependera de la existencia o no de sintomatologia. Si el paciente es
asintomatico y no presenta alteraciones analiticas se recomienda seguimiento clinico con
tomografia computarizada (TC), examen fisico y de laboratorio cada 12 meses. En caso de que el
paciente presente sintomas compresivos puede tratarse con rituximab o esteroides; si los sintomas
predominantes son inflamatorios, es preferible el uso de anticuerpos monoclonales anti-IL6. Otras
alternativas de tratamiento a valorar son la embolizacion y la radioterapia. (van Rhee et al., 2020)
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2.1.2 Enfermedad de Castleman multicéntrica

La enfermedad de Castleman multicéntrica se divide en idiopatica (ECMi), asociada al
herpesvirus humano 8 (ECM-HHVS) y asociada al sindrome POEMS (polineuropatia,
organomegalia, endocrinopatia, componente M y afecciones cutdneas). Por su parte, la ECMi se
puede subclasificar en ECMi-TAFRO (trombopenia, ascitis, fibrosis reticulinica, disfuncion renal
y organomegalia) o ECMi-NOS (no especifica). (Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020)

2.1.2.1 Enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica
Epidemiologia v etiologia

Se estima que entre un tercio y la mitad de todos los casos de ECM son idiopéticos.
(Fajgenbaum et al., 2017a) La ECMIi afecta por igual a ambos sexos y puede ocurrir a cualquier
edad y en cualquier etnia, aunque ECMi-TAFRO parece ser mas prevalente en Japon. (Chadburn
etal, 2024a)

Se desconoce la causa subyacente de la enfermedad, sin embargo, los datos apuntan a
multiples etiologias, tales como enfermedades autoinmunes, trastornos paraneopldsicos o
infeccidn viral por un virus diferente al HHV-8. (Fajgenbaum et al., 2017a)

Igualmente, su patogénesis es compleja y en gran parte desconocida, sin embargo, muchas
de las manifestaciones parecen estar relacionadas con la elevacion de citoquinas como IL-6 y
diversos estudios han demostrado la existencia de anomalias que incluyen un aumento en la
activacion de células T, un incremento sérico del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y alteraciones en vias como PIK3/AKT/mTOR, MAPK, JAK/STAT y en la sefializacion
por interleucinas. (Chadburn et al., 2024a)

Caracteristicas clinicas

La enfermedad involucra dos o mas estaciones ganglionares, encontrandose con mayor
frecuencia en el cuello, el mediastino, la axila o el abdomen, aunque también puede afectar al
bazo. (Chadburn et al., 2024a)

Clinicamente se caracteriza por la presencia de sintomas inflamatorios sistémicos,
disfuncion organica secundaria a hipercitoquinemia y trastorno linfoproliferativo policlonal.
(Fajgenbaum et al., 2017a)

Por tanto, los principales hallazgos clinicos y de laboratorio son fiebre, sudoracion
nocturna, adenopatias, ascitis, hepatoesplenomegalia, proteina C reactiva elevada, anemia e
hipoalbuminemia. (Chadburn et al., 2024a; Fajgenbaum et al., 2017) La trombocitopenia y los
edemas son mas frecuentes en ECMi-TAFRO, mientras que la trombocitosis y la
hipergammablobulinemia policlonal se encuentran mas a menudo en ECMi-NOS. Ademas, en
general los pacientes con ECMi-TAFRO tienen mas probabilidades de padecer disfuncion
multiorganica, siendo la enfermedad mas agresiva y, por tanto, con menor esperanza de vida.
(Chadburn et al., 2024a)

Aspecto macroscopico e histopatologia

El diagnodstico de la ECMi se realiza por exclusién una vez que se descartan otros
trastornos con caracteristicas clinicas similares. Este hecho puede suponer un reto tanto para
médicos clinicos como para patdlogos, debido al gran nimero de imitadores de la enfermedad,
por ello Fajgenbaum et al. proponen una serie de criterios diagndsticos, los cuales se resumen en
la Tabla 1.
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Criterios diagnésticos de ECMi-NOS
I. Criterios mayores (ambos obligatorios)
1. Caracteristicas histopatolégicas compatibles con ECMi (es necesario, como
minimo, un Grado 2 de centros germinales regresivos o plasmocitosis):
- Centros germinales atroficos/atrésicos/regresivos, habitualmente con zonas del manto
expandidas con anillos concéntricos de linfocitos (onion skinning).
- Prominencia de células dendriticas foliculares.
- Vascularizacion, endotelios prominentes en el espacio interfolicular o penetranto en los
centros germinales (lollipop).
- Plasmocitosis politipica en nidos en el espacio interfolicular.
- Hiperplasia de centros germinales.
2. Adenopatias (>1 cm en el eje corto) en mas de una estacion ganglionar.

II. Criterios menores (al menos 2 de los 11, con minimo 1 de laboratorio)
Laboratorio Clinico
1. Proteina C reactiva elevada 7. Sindrome constitucional
2. Anemia 8. Hepatomegalia o esplenomegalia
3. Trombocitopenia 9. Edema, anasarca, ascitis o derrame
4. Hipoalbuminemia pleural
5. Disfuncion renal o proteinuria 10. Hemangiomatosis eruptiva en cereza
6. Hipergammaglobulinemia policlonal o papulas violaceas
11. Neumonia intersticial linfocitica
I11. Criterios de exclusion
1. Enfermedades infecciosas
2. Enfermedades autoinmunes

3. Neoplasias linfoides
IV. Respaldan el diagndstico, pero no son necesarias:
- Elevacion de IL-6, sIL-R2, VEGF, IgA, IgE, LDH y/o B2M.
- Fibrosis reticulinica de la médula 6sea
- Diagnostico de trastornos asociados con ECMi: pénfigo paraneoplasico, bronquiolitis
obliterante, citopenias autoinmunes, polineuropatia (no sindrome POEMS), nefropatia
glomerular, tumor miofibroblastico inflamatorio.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de consenso para la ECMi. Traduccion y adaptacion de Fajgenbaum et al., 2017.

En el estudio histologico de las biopsias de ganglio linfatico con cambios de EC se
recomienda evaluar y gradar de 0 a 3 cinco caracteristicas morfologicas: regresion de centros
germinales, prominencia de células dendriticas foliculares, vascularizacion, hiperplasia de centros
germinales y plasmocitosis. Para establecer el diagnostico de ECMi por definicion el tamafio de
los ganglios linfaticos debe ser mayor o igual a 1 cm en el eje corto y se requiere un Grado 2 o 3
de regresion de centros germinales o de plasmocitosis. (Chadburn et al., 2024a; Fajgenbaum
etal, 2017)

En ambos subtipos clinico-patologicos (ECMi-TAFRO y ECMi-NOS), los hallazgos
histologicos se mueven en un espectro entre hipervascular y mixto/plasmacitico. Sin embargo, los
casos de ECMi-TAFRO tienden a mostrar mas foliculos atréficos con menos células plasmaticas
interfoliculares y mas vascularizacion, mientras que los casos de ECMi-NOS se aproximan mas
a la histologia de plasmocelular. (Wu et al., 2018)

En aquellos casos con un deterioro clinico mayor debemos considerar el subtipo de
ECMIi-TAFRO. Para el diagnoéstico de esta entidad es aconsejable seguir los criterios diagnosticos
de Iwaki et al. de 2016 o, sobre todo si no es posible realizar una biopsia de ganglio linfatico, los
de Masaki et al. de 2019. Ademas, en estos pacientes es recomendable realizar una biopsia de
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médula 0sea para evaluar la presencia de depdsitos de reticulina y de hiperplasia megacariocitica.
(Montes-Moreno, et al., 2023)

La médula dsea de los pacientes con ECMi a menudo muestra cambios que se caracterizan
por plasmocitosis e hiperplasia de megacariocitos en el subtipo NOS y por hiperplasia
megacariocitica, hipercelularidad y aumento de las fibras de reticulina en el subtipo TAFRO. En
este ultimo se puede observar también emperipolesis en megacariocitos. (Chadburn et al., 2024a;
Wang et al., 2016; Wu et al., 2018)

Ademas, en los pacientes con sospecha de ECMi-TAFRO se debe hacer despistaje de
coagulacion intravascular y fibrinolisis. (Lang & van Rhee, 2024)

El estudio inmunohistoquimico en las muestras de ganglio linfatico muestra unos centros
germinales atroficos sin células B y las células plasmaticas interfoliculares no presentan
restriccion de cadenas ligeras. Ademas, las técnicas para la deteccion de HHV-8 y VEB deben ser
negativas. (Chadburn et al., 2024a)

El diagnostico diferencial de la ECMi es diverso y heterogéneo, atendiendo a las
diferencias entre ECMi-NOS y ECMi-TAFRO, sin embargo, de forma general deben tenerse en
cuenta la ECM-HHVS, ECM-POEMS, linfadenopatia asociada al virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) o a enfermedades autoinmunes, enfermedad relacionada con IgG4, linfoma de
Hodgkin y linfomas no Hodgkin. (Chadburn et al., 2024a; Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020)

Pronostico y tratamiento

El prondstico de la enfermedad es variable. Los datos indican que el 35% de los pacientes
mueren a los cinco afios del diagnoéstico y a los 10 afios la cifra se eleva al 60%. Ademas, no solo
implica mortalidad sino también morbilidad, el nimero de ingresos hospitalarios aumenta y se
sugiere que en pacientes con ECMi el riesgo de neoplasias malignas hematolinfoides y s6lidas se
incrementa. (Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020; Fajgenbaum et al., 2017a; Lang & van Rhee,
2024)

En cuanto al manejo terapéutico de la enfermedad, este va a diferir en funcion de la
gravedad de los sintomas y el subtipo de ECMi (NOS o TAFRO). El tratamiento quirtirgico no
esta indicado, a diferencia de en la ECU.

De este modo, el régimen terapéutico en ECMi-NOS se basa principalmente en
bloqueadores de IL-6 y eliminacion citotoxica de las células responsables de la hiperproduccion
de citoquinas. Asi, el tratamiento de primera linea seria con siltuximab (anticuerpo monoclonal
anti-IL6) en combinacion con dosis variables de esteroides, en funcion de la gravedad del
paciente. En caso de que este tratamiento no esté disponible o el paciente no responda, se valoraria
utilizar tocilizumab (anticuerpo contra el receptor de IL-6) o rituximab (anticuerpo monoclonal
anti-CD20). Nuevos estudios respaldan el uso de inhibidores de mTOR, como sirolimus, o de
JAK, como ruxolitinib, sin embargo, sigue siendo necesario explorar terapias dirigidas
adicionales. (Carbone et al., 2021; Hoffmann et al., 2022; Lang & van Rhee, 2024, Pierson et al.,
2021)

2.1.2.2 Enfermedad de Castleman multicéntrica asociada al herpesvirus humano 8
Epidemiologia v etiologia

El agente etioldgico de la EC asociada a HHV-8, como su nombre indica, es el herpesvirus
humano 8, que se transmite por la saliva, generalmente en la infancia, o por via sexual. El HHV-
8 ademas esta implicado en otras condiciones como el sarcoma de Kaposi, que es la complicacion
mas frecuente secundaria al virus en los pacientes trasplantados de d6rgano solido, el linfoma
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primario de cavidades, el sindrome hemofagocitico y el fallo medular. (Pellett Madan et al., 2019;
Vijgen et al., 2016)

Un 80% de los pacientes con ECM-HHVS son VIH positivos, situandose la media de
edad de estos pacientes en la cuarta década de la vida y siendo ocho veces mas frecuente en
hombres que en mujeres. El 20% restante corresponde con pacientes que no son VIH positivos,
pero se encuentran en un estado de inmunosupresion adquirida que favorece la infeccion. La
media de edad en este caso es de 65 afios y la proporcion de hombres y mujeres afectados es de
2,4:1. (Chadburn, et al., 2024)

La patogénesis de la enfermedad es compleja y aun no se entiende completamente,
aunque la hipercitoquinemia y la proliferacion de células B juegan un papel clave en la clinica de
estos pacientes. (Carbone et al., 2021; Wang et al., 2016)

Caracteristicas clinicas

Los pacientes presentan adenopatias multiples y difusas y aunque el diagnostico
histologico suele darse en biopsias de ganglio linfatico también pueden verse afectados sitios
extraganglionares. (Wang et al., 2016)

La variedad de signos y sintomas es amplia, e incluye fiebre, sudoracion, fatiga, caquexia,
pérdida ponderal, mialgias, hepatoesplenomegalia, edema o derrames, citopenia e
hipoalbuminemia. Estos sintomas se correlacionan con elevaciones de la carga viral de HHV-8 y
de los niveles de citoquinas, particularmente interleucina-6 humana, IL-10 y vIL-6. (Wang et al.,
2016)

La mayoria de los sujetos tienen sarcoma de Kaposi asociado y entre un 10% y un 20%
un diagnostico simultaneo o posterior de linfoma, a menudo asociado a HHV-8. (Chadburn et al.,
2024)

Aspecto macroscopico e histologia

Macroscopicamente las linfadenopatias de la ECM-HHVS8 son similares a las que
podemos encontrar en la ECMi. Histologicamente también poseen caracteristicas superponibles,
exhibiendo en su mayoria patrones plasmocelulares o mixtos, con ganglios linfaticos de
arquitectura preservada caracterizados por foliculos linfoides atrésicos o hialinizados,
plasmocitosis politipica interfolicular y grados variables de proliferacion vascular interfolicular.
(Wu et al., 2018)

Adicionalmente y a diferencia de en la ECMi, en la ECM-HHV8 se observan
plasmablastos, células de tamafo intermedio o grande con uno o dos nucléolos y citoplasma
anfofilo, que se localizan preferentemente en la capa del manto, aunque también se pueden
apreciar en el espacio interfolicular o, incluso, intrafolicular. Dichos plasmablastos son positivos
mediante estudio inmunohistoquimico para el antigeno nuclear asociado a la latencia (LANA-1),
IRF4/MUMI, Blimpl, OCT2 y CD79a. Sin embargo, carecen de expresion para CD138 y
presentan una positividad tenue con CD20, PAXS5, CD10 y BCL6. Generalmente son negativas
para VEB. (Wang et al., 2016; Wu et al., 2018)

Aunque mediante estudio inmunohistoquimico los plasmablastos infectados son IgM con
restriccion de cadena ligera lambda, por estudios moleculares resultan ser policlonales. Esto es
debido a la pérdida de inmunoglobulina (Ig) kappa por un proceso de regulacion positiva de la
recombinacion V(D)J hacia Ig lambda, mediada por la proteina RAG. (Totonchy et al., 2018)

En cuanto a las agregaciones de células plasmaticas politipicas interfoliculares, estas son
negativas para KSHV/HHV-8 y generalmente también para IgM. (Chadburn et al., 2024)
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Debido a la caracteristica monotipia de los plasmablastos en el estudio
inmunohistoquimico de cadenas ligeras, para realizar un buen diagndstico diferencial es Ttil,
ademas de una adecuada correlacion clinica, realizar un estudio de reordenamientos de genes de
la Ig. También, algunos autores recomiendan el despistaje del virus en todos los pacientes con
enfermedades linfoproliferativas, especialmente si son inmunodeprimidos y en el contexto de
infeccion por VIH (Gonzalez-Farre et al., 2017; Wu et al., 2018)

El principal diagnostico diferencial es el linfoma B difuso de célula grande, aunque se
deben excluir también la ECMi, ECM-POEMS, linfadenopatia asociada al VIH o a trastornos
autoinmunes, asi como otros linfomas. (Chadburn et al., 2024, Wu et al., 2018) Ademas, ha de
tenerse en cuenta otra entidad poco frecuente que al inicio puede parecer una leucemia/linfoma
plasmablastico, se trata de la linfocitosis B policlonal IgM lambda. (Oksenhendler et al., 2013)

Pronostico vy tratamiento

La sobrevida de los pacientes con ECM-HHV8 ha mejorado notablemente en los Gltimos
afios gracias al tratamiento con rituximab, de modo que la supervivencia global a los cinco afios
ha pasado de un 33% a un 90%. Aunque estos pacientes pueden desarrollar un linfoma, entre ellos
un linfoma B difuso de célula grande (LBDCGQG), se ha visto que la terapia con rituximab se asocia
con un menor riesgo de aparicion de enfermedades linfoproliferativas. En los pacientes con VIH
positivo también juega un papel importante la terapia antirretroviral. (Chadburn et al., 2024;
Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020)

A pesar de sus ventajas, en un tercio de los pacientes con sarcoma de Kaposi se puede
producir un empeoramiento clinico con el uso de rituximab, que puede atenuarse con la
combinacion de doxorrubicina liposomal. En algunos casos de alto riesgo se asocia rituximab con
etoposido. (Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020)

2.1.2.3 Enfermedad de Castleman multicéntrica asociada al sindrome POEMS
Epidemiologia v etiologia

El sindrome POEMS es un tipo de sindrome paraneoplasico raro asociado a gammapatia
monoclonal. Aunque se desconoce su prevalencia exacta, parece ser mas frecuente en el
continente asiatico. (Dispenzieri, 2021, Lim M et al., 2024)

La media de edad de aparicion del sindrome se encuentra en la quinta década de la vida
y es ligeramente mas comun en varones que en mujeres (1,5:1). Aproximadamente el 15% de los
pacientes con sindrome POEMS presentan histologia de EC en la biopsia de ganglio linfatico,
siendo uno de los criterios diagndsticos de esta entidad (Tabla 2). (Dispenzieri, 2021; Lim M et al.,
2024)

En cuanto a la etiologia y a la patogénesis por ahora no estan bien caracterizadas, aunque
el factor de crecimiento endotelial vascular parece desempefiar un papel importante. (Dispenzieri,
2021, Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020; Lim M et al., 2024) Igualmente, IL-12 parece tener
correlacion con la actividad de la enfermedad. Mas aun, en los pacientes con EC asociada a
POEMS se observa un aumento de IL-6 e hipergammaglobulinemia policlonal. (Dispenzieri,
2021)
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Criterios diagnosticos de sindrome POEMS
Criterios mayores mandatorios 1. Polineuropatia (desmielinizante)

2. Discrasia monoclonal de células plasmaticas
Otros criterios mayores 3. Enfermedad de Castleman
(se requiere 1) 4. Lesiones 0seas osteoescleroticas
5. Elevacion de VEGF
Criterios menores 6. Organomegalia
(se requiere 1) 7. Sobrecarga de liquidos
8. Endocrinopatia
9

. Alteraciones cutaneas
10. Papiledema
11. Trombocitosis/policitemia
Otros signos y sintomas Hipocratismo digital, pérdida de peso, hiperhidrosis, hipertension
o enfermedad pulmonar restrictiva, diatesis trombotica, diarrea,
hipovitaminosis B12
Tabla 2. Criterios diagndsticos del sindrome POEMS. Traducida y adaptada de Dispenzieri, 2021.

Caracteristicas clinicas

Los pacientes con sindrome POEMS presentan una neuropatia sensitivo-motora distal y
simétrica y gammapatia monoclonal. Otros hallazgos caracteristicos, aunque no obligatorios para
el diagnodstico, son la presencia de organomegalia, que afecta al higado, bazo y/o ganglios
linfaticos, endocrinopatia, papiledema, poliglobulia, trombocitosis, sobrecarga de volumen,
anormalidad de las pruebas de funcion pulmonar, predisposicion a la trombosis y cambios en la
piel, como hiperpigmentacion o hemangiomas. Ademas, la mayoria de los pacientes presentan
lesiones osteoscleroticas, en lugar de las lesiones osteoliticas mas caracteristicas del mieloma
multiple, afectando mas frecuentemente a la pelvis, vértebras tordcicas y lumbares y las costillas.
Como hallazgos de laboratorio, encontramos paraproteinemia IgA o IgG con restriccion de cadena
ligera lambda y niveles elevados de VEGF que, aunque también estan incrementados en la ECMi,
en la ECM-POEMS este aumento es mas acusado tanto en plasma como en suero y, ademas, se
correlacionan con la gravedad de la enfermedad. (Lim et al., 2024)

En el momento del diagnostico es fundamental realizar una serologia para despistaje de
VIH y evaluar la presencia de HHV-8 en las biopsias de ganglio linfatico, dado que la serologia
en este caso no es ni sensible ni especifica. Para determinar si existe concurrencia o no de EC con
sindrome POEMS, en caso de sospecha clinica, deberan incluirse en el estudio una electroforesis
de proteinas en suero y orina, evaluacion neurologica, pruebas de funcion pulmonar, analitica para
descartar alteraciones endocrinas, estudio por imagen con TC y tomografia de emision de
positrones (PET), en busca de lesion Oseas escleroticas, y biopsia de médula 6sea, para valorar la
existencia de una poblacidon clonal de células plasmaticas e hiperplasia de megacariocitos.
(Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020; Hoffmann et al., 2022)

Aspecto macroscopico e histologia

Alrededor de un 15% de los pacientes con sindrome POEMS presentan caracteristicas de
EC plasmocelular en la biopsia de ganglio linfatico, sin embargo, algunos autores estiman que el
porcentaje podria ser mayor debido a la falta de toma de muestras ganglionares en estos pacientes.
(Wang et al., 2016)

Asimismo, dos tercios de los pacientes muestran infiltracion de la médula dsea por células
plasmaticas clonales, la mayoria lambda (95% de los casos). El tercio restante de los pacientes
presentan plasmocitomas solitarios o multiples sin afectacion de la médula 6sea. Otros hallazgos
sugestivos de POEMS en las muestras de médula 6sea son la hiperplasia de megacariocitos y los
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agregados linfoides rodeados por células plasmaticas. (Dao et al., 2011; Fajgenbaum et al.,
2017a; Wang et al., 2016)

Pronostico v tratamiento

En aquellos pacientes con lesiones dseas y sintomatologia neuroldgica predominante, esta
indicado el tratamiento estandar del mieloma multiple (MM) con altas dosis de quimioterapia y,
en menores de 65 afios, el trasplante autélogo de células madre. En los casos en los que no se
pueda llevar a cabo el trasplante, se puede considerar el tratamiento con otras terapias disponibles
para el mieloma multiple, como el bortezomib, el daratumumab, el melfalan, la dexametasona o
la talidomida. La combinacion de talidomida con dexametasona ha demostrado mayor efectividad
en ECM-POEMS que en POEMS clasico no asociado a EC. (Carbone et al., 2021; Dispenzieri
& Fajgenbaum, 2020; Hoffmann et al., 2022)

En lesiones Oseas localizadas sin afectacion de la médula o6sea, puede estar indicado el
uso de radioterapia. Respecto a los pacientes sin lesiones 0seas, los estudios son mas limitados,
pero pueden utilizarse rituximab o siltuximab si los niveles de IL-6 estan aumentados. (Carbone
et al., 2021; Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020, Hoffmann et al., 2022)

2.2 La via JAK/STAT de seializacion celular

La via de sefalizacion celular JAK/STAT (Figura 2) es un mecanismo altamente
conservado y crucial en la regulacion de una gran variedad de procesos biologicos, desde el
desarrollo embrionario hasta la respuesta inmune o la homeostasis tisular. Es por ello por lo que
la via JAK/STAT se ha convertido en un area de investigacion de gran interés, dada su implicacion
en multitud de procesos patologicos, que incluyen neoplasias, enfermedades autoinmunes e
inflamatorias o trastornos del desarrollo. (Harrison, 2012; Hu et al., 2021)

JAK/STAT se compone por tres proteinas principales: receptor de superficie/membrana
celular, JAKs (quinasas) y STATs (factores de transcripcion). Su funcion principal es transferir
senales desde los receptores de membrana, los cuales se clasifican en receptores de interleucinas,
de interferon o de factor estimulante de colonias, hasta el nucleo celular y asi, estimular la
hematopoyesis, el desarrollo del sistema inmunoldgico o la respuesta inflamatoria, entre otros
procesos. (Agashe et al., 2022, Harrison, 2012)

La activacion de la via se produce por mas de 50 citoquinas y factores de crecimiento, las
cuales se clasifican en clase I y clase II dependiendo de su configuracion. Los cuatro miembros
de la familia JAK, JAK1, JAK2, JAK3 y tirosin quinasa 2 (TYK2), se encuentran inactivados
previa a la unién de las citoquinas/factores de crecimiento. La union del ligando al receptor de
superficie celular provoca la dimerizacion de este y la activacion de las quinasas JAK vinculadas
estructuralmente al receptor mediante uniones no covalentes. La activacion de JAK conduce a su
autofosforilacion y a la fosforilacion de residuos de tirosina en los receptores, creando sitios de
union para las proteinas STAT. (Agashe et al., 2022; Harrison, 2012; X. Hu et al., 2021) JAK1,
JAK2 y TYK2 se expresan cominmente en todos los tipos celulares, sin embargo, la expresion
de JAK3 suele limitarse a las células linfoides. (Luo et al., 2021)

La familia STAT esta compuesta por siete miembros, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATSa, STATSb y STAT6, que actuan como factores de transcripcion. JAK conduce a la
fosforilacion de los STAT localizados en los receptores, lo que produce su dimerizacion y
traslocacion al niicleo celular. En el nticleo los dimeros de STAT se unen a secuencias especificas
de ADN en los promotores de genes regulados por JAK/STAT, activando o reprimiendo la
expresion de determinados genes. (Agashe et al., 2022, Harrison, 2012)

La duracién y la magnitud de la sefializacion a través de la via JAK/STAT estan finamente
reguladas por una variedad de mecanismos de retroalimentacion negativa. Estos incluyen la
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accion de proteinas inhibidoras de la sefializacion de JAK, la degradacion de receptores activados,
y la accion de proteinas fosfatasa que desfosforilan a las proteinas STAT activadas, entre otros.
(Agashe et al., 2022; Hu et al., 2021)

IL-6
\ y

Membrana celular

| {
SOCS3 3/@ Regulacién negativa

g

Citoplasma

(socs)

Traslocacién de dimeros al nicleo

4 ’* T
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Activacién/represion de genes

Nicleo

Figura 2. Esquema simplificado de la via de sefializacion intracelular JAK/STAT. Figura
adaptada de Harrison, 2012.

Como hemos sefialado, la via JAK/STAT desempeiia un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta inmune, la diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular y el
desarrollo embrionario. Alteraciones en esta via pueden tener consecuencias graves, en concreto,
algunas mutaciones o fusiones activadoras pueden conducir a la desregulacion de JAK y asociarse
al desarrollo de neoplasias malignas, principalmente hematoldgicas. (Agashe et al., 2022)

Para conocer mas en profundidad esta via nos centraremos en STAT3, que se activa como
bien sabemos por la uniéon de miembros de la familia de IL-6, pero también de 1L-10, IL-21 o IL-
27, entre otros. Ademas, posee dos isoformas (STAT3a y STAT3B) con funciones diferentes.
STAT3a dispone de un dominio completo y se activa cuando se fosforilan Y705 o S727. Por su
parte, STAT3p carece en el extremo C-terminal de 55 aminoacidos y tan solo se activa cuando
Y705 esta fosforilado, poseyendo, comparado con STAT3a, una mayor especificidad de union al
ADN, pero menor actividad de transcripcion. (Hu et al., 2021)

Una activacion excesiva de STAT3 promueve la inmunosupresion y la tumorogénesis. Sin
embargo, en este Ultimo aspecto, STAT3a parece favorecer la supervivencia de las células
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cancerigenas mientras que STAT3f es considerado un factor supresor de tumores. (X. Hu et al.,
2021) Se ha descrito la existencia de una activacion aberrante de proteinas STAT en numerosos
canceres, asi STAT3 ha sido implicada en la patogénesis del linfoma B difuso de célula grande y
en algunos carcinomas. (O’Shea et al., 2015) Investigaciones previas de nuestro grupo han
permitido describir la presencia de mutaciones activantes en STAT3 en el linfoma plasmablastico,
una variante agresiva de LBDCG. (Garcia-Reyero et al., 2020)

Otros grupos han descrito alteraciones adicionales en diferentes puntos de la via
JAK/STAT, la cual contintia siendo objeto de estudio para la comunidad cientifica. Asi, (Chapman
et al., 2021) han descrito la activacion de dicha via molecular en el linfoma B difuso de célula
grande convencional VEB positivo asociado a VIH. Otros investigadores han definido
alteraciones en el linfoma B difuso de célula grande convencional, debido a la pérdida de funcion
de la proteina tirosina-fosfatasa no receptora 6 (PTPN6) que es causante de una desregulacion de
JAK3/STAT3, o en linfomas B difusos de alto grado, en los que BCL6 puede actuar como un
factor de transcripcion que se une directamente a JAK2. Ademas, se ha visto que la via de
sefializacion JAK/STAT podria ser impulsada por MALT1, MYDS88, HSP90 y SOD a través de
mecanismos aun no descritos. (Li et al., 2021)

Asimismo, Patel et al, 2017 han hallado la existencia de una mutacion activadora de JAK1
en la enfermedad de Castleman en pacientes con ausencia de niveles elevados de IL6. Este hecho
puede explicar la excepcional respuesta de estos pacientes a siltuximab, dado que la mutacion en
JAK1 puede inducir un cambio de conformacion con un efecto de activacion funcional que
conduce a una mayor sensibilidad al ligando de IL-6.

Cuando fallan los mecanismos de regulacion negativa de la via JAK/STAT, esta puede ser
inhibida mediante firmacos que actian en los tres niveles de la via, anticuerpos anti-citoquina o
anti-receptor, inhibidores de JAK e inhibidores de STAT. El uso de estos farmacos tiene aplicacion
terapéutica en varios canceres y enfermedades autoinmunes. Muchos de estos farmacos se
encuentran en estudios preclinicos o clinicos para el tratamiento de, entre otras patologias,
linfomas de células B. Otros farmacos de este grupo, como los anticuerpos bloqueadores de la
interleucina-6 tienen indicacion clinica en la enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica.
(Hu et al., 2021)

2.3 Linfoma B difuso de célula grande

El linfoma B difuso de célula grande es la forma mas comun de linfoma no Hodgkin en
nuestro medio y supone el 80% de los linfomas agresivos. Su incidencia en Europa se estima en
3,13/100.000/afio0 (Sant et al., 2010), afectando con mayor frecuencia al sexo masculino en la
séptima década de la vida. Algunos factores de riesgo para su desarrollo son los antecedentes
familiares de LBDCG, enfermedades autoinmunes o infeccién por virus, como por ejemplo el
VIH. (Tilly et al., 2015)

Dicha neoplasia comprende un espectro de entidades con caracteristicas morfologicas,
genéticas y clinicas diferentes.

En la Tabla 3 se recogen las 18 entidades clinico-patologicas especificas de LBDCG,
recogidas en la 5 edicion del libro azul de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) de neoplasias hematolinfoides. (Ott G et al., 2024)
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Neoplasias de células B maduras: Linfomas B de célula grande
Linfoma B difuso de célula grande, NOS

Linfoma B rico en células T e histiocitos

Linfoma B de célula grande/Linfoma B de alto grado con reordenamientos en c-MYC y BCL2
Linfoma B de célula grande ALK positivo

Linfoma B de célula grande con reordenamiento IRF4

Linfoma B de célula grande con alteracion en 11q

Granulomatosis linfomatoide

Linfoma B de célula grande VEB* positivo

Linfoma B de célula grande asociado con inflamacién crénica

Linfoma B de célula grande asociado a fibrina

Linfoma B de célula grande asociado a sobrecarga de liquidos

Linfoma plasmablastico

Linfoma B difuso de célula grande de 6rganos inmunologicamente privilegiados
Linfoma B difuso de célula grande cutaneo primario, tipo pierna

Linfoma B de célula grande intravascular

Linfoma B de célula grande primario mediastinico

Linfoma mediastinico de la zona gris

Linfoma B de células de alto grado, NOS

Tabla 3. Clasificacion de los linfomas B de célula grande segun el libro azul de la OMS (WHO, blue books)
de clasificacion de Tumores Hematolinfoides (5* edicion).
*VEB: virus Epstein-Barr.

2.3.1 Linfoma B difuso de célula grande no especifico

2.3.1.1 Epidemiologia y etiologia

El LBDCG-NOS es la entidad, dentro de la familia de linfomas B difusos de célula
grande, que engloba el mayor nimero de casos. Supone un diagnostico de exclusion, de modo
que solo los casos que no cumplen los criterios diagndsticos para el resto de las entidades del
grupo seran clasificados como NOS. (Kurz et al., 2023)

La edad media de presentacion se sitia alrededor de la sexta década de la vida, siendo un
30% de los pacientes diagnosticados mayores de 75 afos. (Sehn & Salles, 2021)

La etiologia es multifactorial y en gran parte desconocida en la mayoria de los casos,
aunque se han identificado algunos factores de riesgo genéticos, clinicos e inmunes, asi como
ambientales. Generalmente la enfermedad aparece de novo, si bien puede presentarse como una
transformacion de un linfoma de células B de bajo grado previo. (Kurz et al., 2023, Sehn & Salles,
2021)

2.3.1.2 Caracteristicas clinicas

La mayoria de los pacientes presentan enfermedad ganglionar, unifocal o multifocal, no
obstante, entre el 30-40% tienen compromiso extraganglionar y entre un 15-20% de los pacientes
presentan infiltracion de la médula d6sea. Los sitios extraganglionares mas frecuentes son el tracto
gastrointestinal, cabeza y cuello, huesos, higado, rifién y glandula suprarrenal. Puede existir
extension de la enfermedad al sistema nervioso central. (Kurz et al., 2023; Rosenwald et al., 2024)

Los sintomas pueden estar relacionados con la localizacion de la adenopatia, sin embargo,
muchos pacientes pueden ser asintomaticos. Otras manifestaciones incluyen la pérdida de peso,
sudoracion nocturna o fiebre, los denominados sintomas B. (Rosenwald et al., 2024)
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2.3.1.3 Aspecto macroscopico e histologia

En el diagnostico de cualquiera de las entidades clasificadas como LBDCG y con el fin
de poder realizar una evaluacion completa del caso, es preferible la biopsia escisional de ganglio
linfatico frente a la biopsia por aguja fina. Esto es asi puesto que ademas del analisis morfoldgico
se requieren otros estudios complementarios de inmunohistoquimica, citometria de flujo (CMF),
hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés) y técnicas moleculares. (Sehn &
Salles, 2021)

Macroscopicamente los ganglios linfaticos se encuentran agrandados con obliteracion del
hilio y una superficie de corte blanquecina con posibles areas mas grisaceas correspondientes a
necrosis. (Rosenwald et al., 2024)

El LBDCG-NOS morfologicamente consta de una proliferacion de linfocitos B de tamafio
grande a mediano, es decir, el nucleo de una célula neoplésica es al menos dos veces el de un
linfocito normal o mayor que el nucleo de un macréfago, con un patréon de crecimiento difuso. Se
puede observar infiltracion interfolicular, intrasinusoidal o del tejido periganglionar. Las muestras
contienen numerosas mitosis e incluso apoptosis. Igualmente pueden apreciarse macrofagos de
cuerpo tingible. (Kurz et al., 2023)

Asimismo, citologicamente se describen distintos subtipos morfoldgicos. Principalmente
se distinguen tres subtipos que son el centroblastico, el inmunobléstico y el anaplasico, si bien es
cierto que se han descrito otros subtipos menos frecuentes que se engloban bajo el nombre de
subtipos raros. (Cunningham & Harrington, 2019; Rosenwald A et al., 2024) Dichos subtipos
morfologicos se definen en detalle a continuacion:

- Centroblastico: representa aproximadamente el 80% de los casos. Los casos
monomorficos estan compuestos predominantemente por centroblastos, que son
linfocitos grandes con cantidades variables de citoplasma y nucleos redondos u
ovalados con cromatina fina vesicular y varios nucleolos. Por su parte, los
polimorficos consisten en una mezcla de centroblastos, centrocitos e inmunoblastos.
La diferenciacion plasmacitica se observa en raras ocasiones.

- Inmunoblastico: representa alrededor del 8% de los casos y se define por la presencia
de mas de un 90% de inmunoblastos. Estas células se caracterizan por ser linfocitos
grandes con citoplasma baséfilo de moderado a abundante y un unico nucleolo
central. En algunos casos se puede observan diferenciacién plasmacitica. Esta
variante posee un prondstico mas desfavorable y se caracteriza por la aparicion de
traslocaciones IGH/c-MYC.

- Anaplasico: es el subtipo menos frecuente con tan solo un 3% de frecuencia. Las
células, denominadas anaplasicas, son grandes con nucleos pleomorficos, citoplasma
abundante y crecimiento cohesivo en laminas con afectacion sinosoidal frecuente. A
menudo expresan CD30 y poseen mutaciones en TP53.

- Subtipos morfoldgicos raros: suponen menos del 1% de los casos y se caracterizan
por la presencia de células en anillo de sello o células fusiformes.

El estudio estandar de un LBDCG debe incluir inmunohistoquimica frente a CD20 y CDS5,
analisis de célula de origen, que veremos mas adelante, estudio citogenético de c-MYC, y si es
positivo de BCL-2 y BCL-6, e hibridacion in situ para la deteccion de virus Epstein-Barr.
(Cunningham & Harrington, 2019)

En el LBDCG-NOS las células tumorales expresan CD45 (ALC) y marcadores de células
B, como CD19, CD20, CD79a y PAXS. La mayor parte de los casos expresan BCL2 y c-MYC de
forma variable. La sobreexpresion inmunohistoquimica conjunta de c-MYC y BCL2 se produce
en el 30% de los casos. (S. Hu et al., 2013) Por su parte c-MYC se sobreexpresa en el 45% de los
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casos, mientras que BCL2 aparece sobreexpresado en el 65%. Otro marcador
inmunohistoquimico que nos indica la necesidad de buscar activamente reordenamientos en c-
MYC y BCL2 es TdT,, que generalmente es negativo pero en caso de ser positivo puede asociarse
con mutaciones en los genes anteriormente citados. (Sean & Salles, 2021)

Otras tinciones positivas posibles son ciclina D1, aun en ausencia de translocacion
CCDNI1, CD30y p53. Es preciso sefialar que esta tltima no constituye un buen marcador para las
mutaciones de TP53. Por otro lado, las células neoplasicas son generalmente negativas para
SOX10 y CD138. (Rosenwald A et al., 2024)

Tal y como sefialamos anteriormente en el examen inicial del LBDCG se ha de incluir un
analisis de la célula de origen. Los estudios del perfil genético en el LBDCG-NOS han permitido
definir dos subtipos moleculares, células B derivadas del centro germinal (GCB, por sus siglas en
inglés) y células B activadas (4BC, por sus siglas en inglés), sin embargo, entre el 10-15% de los
casos son inclasificables. (Sehn & Salles, 2021)

Aunque el estandar de oro para la subtipificacion del LBDCG-NOS segun el fenotipo de
la célula de origen es el estudio del perfil génico, este método no suele estar disponible en la
practica clinica por lo que ha sido necesario crear algoritmos utilizando marcadores
inmunohistoquimicos. En este sentido, el algoritmo de Hans (Figura 3) utiliza como marcadores
CD10, BCL6 e IRF4/MUMI para distinguir el subtipo CGB del subtipo no-centro germinal (n0-
GCB, por sus siglas en inglés), comprendiendo este ultimo la mayor parte de los casos ABC e
inclasificables. Sin embargo, la concordancia de los resultados de dicho algoritmo con la
expresion genética oscila entre el 72% y el 86%. (Cunningham & Harrington, 2019; Rosenwald
Aetal, 2024)

Figura 3. Algoritmo de Hans para la clasificacion fenotipica del LBDCG segin marcadores
inmunohistoquimicos.

El diagnoéstico diferencial del LBDCG-NOS incluye una gran variedad de neoplasias
malignas de patron difuso con células medianas a grandes, desde otras neoplasias hematologicas
B o T, sarcoma histiocitico y sarcoma mieloide, hasta algunas neoplasias no hematologicas como
el carcinoma metastasico pobremente diferenciado, el melanoma metastasico o el seminoma. En
pacientes jovenes con enfermedad localizada en cabeza y cuello y expresion inmunohistoquimica
fuerte y uniforme de IRF4/MUMI1 debe evaluarse la presencia de reordenamiento de IRF4, pues
sugiere un linfoma de células B grandes con reordenamiento de IRF4. La expresion de VEB, por
FISH o estudio inmunohistoquimico, debe llevarnos al diagnostico de LBDCG-VEB positivo.
(Rosenwald A et al., 2024)
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2.3.1.4 Pronostico y tratamiento

El prondstico de los pacientes con este tipo de linfoma varia considerablemente y depende
de varios factores, que incluyen la etapa en la que se encuentre el cancer en el momento del
diagndstico, la edad del paciente, la existencia de sintomas sistémicos, como fiebre, pérdida de
peso y sudores nocturnos, la presencia de reordenamientos en c-MYC y/o BCL2 y la respuesta
inicial al tratamiento. (Rosenwald A et al., 2024)

El estadio de la enfermedad y la respuesta al tratamiento se valoran teniendo en cuenta
los criterios de clasificacion de Lugano y la clasificacion de Ann Arbor. Por su parte, el indice
pronostico internacional (IPI) se utiliza como herramienta para estratificar a los pacientes y
predecir los resultados en ensayos clinicos. (Sein & Salles, 2021)

La clasificacion por fenotipo de célula de origen, comentada en el apartado anterior,
permite distinguir diferentes entidades bioldgicas con cursos pronosticos distintos. En general,
los pacientes con un LBDCG-NOS GCB poseen un mejor pron6stico con una respuesta mayor al
régimen de tratamiento estandar. Por su parte, los pacientes clasificados como no-GCB poseen
una menor supervivencia. (Cunningham & Harrington, 2019)

El régimen de tratamiento estandar de los pacientes con LBDCG se basa en ocho ciclos
de quimioterapia con R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y
prednisona). Anteriormente no se utilizaba la combinacioén con el anticuerpo monoclonal anti-
CD20 (rituximab), sin embargo, su uso dio como resultado un considerable aumento en la
esperanza de vida de los pacientes. (Sehn & Salles, 2021)

Han sido propuestas otras terapias, aunque solo una de ellas basada en R-ACVBP
(rituximab, doxorrubicina, ciclofosfamida, vindesina, bleomicina y prednisona) demostro
superioridad frente a la terapia estandar. Sin embargo, la aparicion de toxicidad ha restringido su
uso en la clinica. El uso de radioterapia o trasplante de células madre tampoco ha reportado
beneficios claros. (Sehn & Salles, 2021)

Entre el 20% y el 25% de los pacientes no son subsidiarios de terapia intensiva R-CHOP
debido a la presencia de comorbilidades. En estos pacientes se indican ciclos cortos de R-CHOP
y, con el fin de reducir los efectos adversos, se asocian glucocorticoides al tratamiento. (Sehn &
Salles, 2021)

Evaluar la utilizacion de nuevas terapias en los pacientes con LBDCG es una prioridad.
Aunque en los Gltimos tiempos se han descrito diferentes subtipos genéticos (Apartado 2.4), aun
es preciso realizar mas estudios, puesto que no existe consenso sobre la implicacion de estos
subtipos en la decision terapéutica. Ademads, la heterogeneidad bioldgica del LBDCG nos hace
suponer que las terapias dirigidas podrian beneficiar inicamente a algunos de los subgrupos y,
por tanto, es preciso explorar la existencia de marcadores biologicos.

2.3.2 Linfoma B difuso de célula grande asociado a infeccion
viral y/o inmunodeficiencia

La implicacion de la via JAK/STAT se ha demostrado en varios tipos de linfomas,
principalmente en aquellos relacionados con infecciones virales (VEB y HHV-8) y/o estados de
inmunodeficiencia adquirida por VIH o iatrogénica. La comprension de la implicacion de esta via
en estos contextos ha llevado al desarrollo de inhibidores especificos de JAK/STAT como
potenciales terapias. Estos inhibidores pueden ayudar a interrumpir las sefiales de proliferacion y
supervivencia en las células malignas, ofreciendo nuevas opciones de tratamiento para los
LBDCG asociados a etiologias virales y a inmunodeficiencia.
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2.3.2.1 Linfoma B difuso de célula grande VEB positivo

El LBDCG VEB positivo es un linfoma de células B grandes en el que la mayoria de las
células neoplésicas albergan infeccion por dicho virus, lo cual puede demostrarse mediante
estudio inmunohistoquimico o hibridacién in situ.

Es mas frecuente en varones y presenta un pico de incidencia en la séptima u octava
década de la vida. Los pacientes afectados no poseen antecedentes de linfoma ni deficiencia o
desregulacion inmunitaria subyacente, sin embargo, la existencia de una mayor prevalencia de
esta entidad en pacientes ancianos condujo al concepto de inmunosenescencia. (Anagnostopoulos
etal., 2024)

Histologicamente puede subdividirse en tipo polimorfico y tipo monomorfico. El tipo
polimorfico se caracteriza por la presencia de inmunoblastos dispersos en un fondo reactivo con
linfocitos pequeios, células plasmaticas e histiocitos. Por su parte, los casos monomorficos,
menos comunes, muestran laminas de células linfoides grandes y atipicas indistinguibles del
LBDCG VEB negativo sin el uso de pruebas auxiliares. (Anagnostopoulos I et al., 2024; Montes-
Moreno et al., 2012)

En estos linfomas la activacion de la via JAK/STAT es comun. El VEB puede inducir la
activacion de esta via a través de la expresion de proteinas virales, como LMP1 (Latent Membrane
Protein 1), que mimetizan las sefiales de receptores de citoquinas y activan JAK3/STAT3. Esta
activacion promueve la proliferacion y supervivencia de las células B infectadas. (Luo et al.,
2021)

Ademas, existe evidencia de la presencia de mutaciones en la via JAK/STAT en LBDCG
VEB positivo. Un estudio reciente de nuestro grupo describié un perfil de mutaciones distintas
en linfoma plasmabléstico VEB positivo y negativo. Asi, el 16% de los casos de linfoma
plasmablastico VEB positivo presentaron mutaciones somaticas recurrentes en el oncogén
STATS3, que afectaban preferentemente al dominio SH2 de la proteina y conducian a la
sobreexpresion de STAT3 fosforilado. (Garcia-Reyero et al., 2020) Otros autores han descrito
alteraciones genéticas altamente recurrentes en las vias de apoptosis, NFkB, WNT,
IL6/JAK/STAT, MYC y RHOA en LBDCG VEB positivo en comparacién con LBDCG VEB
negativo. (Gebauer et al., 2021; Zhou et al., 2019)

2.3.2.2 Linfoma B difuso de célula grande HHVS8 positivo
Por su parte, el LBDCG asociado al HHV-8 es un linfoma extremadamente agresivo que
generalmente se presenta en pacientes con una inmunodeficiencia profunda, si bien puede

presentarse en pacientes inmunocompetentes. La mayoria de las personas afectas son hombres de
entre 30 y 40 afios, VIH positivos. (Vega F et al., 2024)

Morfolégicamente se caracteriza por la presencia de laminas coalescentes de células
linfoides de tamafio intermedio a grande que borran la arquitectura ganglionar y poseen ntcleos
vesiculares con uno o dos nucléolos y citoplasma anfoéfilo. Dichas células son monoclonales,
expresan IgM citoplasmatica y poseen restriccion de cadenas ligeras lambda, ademas se puede
demostrar la infeccion por HHV-8 mediante estudios complementarios. Aunque de forma rara,
algunos casos poseen coinfeccion de VEB. (Vega F et al., 2024)

La activacion de STAT3 en estos linfomas, principalmente debido a la expresion de
proteinas como v-1L6, contribuye a la proliferacion celular y la resistencia a la apoptosis. Ademas,
la sefializacion JAK/STAT en el contexto de HHV-8 puede inducir la expresion de genes
antiapoptoticos, favoreciendo la supervivencia de las células malignas. (Cheng et al., 1997; Wang
etal., 2016)
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2.3.2.3 Linfomas asociados con inmunodeficiencia y desregulacion inmunitaria

Los trastornos linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencia y desregulacion
inmunitaria forman un conjunto heterogéneo, tanto desde el punto de vista clinico como
etiologico. Pueden presentarse en cualquier contexto de inmunodeficiencia o desregulacion
inmunitaria y abarcan un espectro de morfologias que incluyen el linfoma de células B pequeiias,
linfoma B difuso de célula grande, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin clasico y linfomas de
células T y NK, asi como varias entidades especificas. Con frecuencia se asocian con el VEB,
HHV-8 y VIH, y también surgen de otros contextos como inmunodeficiencias primarias estado
postrasplante y otras inmunodeficiencias iatrogénicas. (Naresh et al., 2024)

El linfoma plasmabléstico, entidad que se engloba dentro del LBDCG, es una neoplasia
linfoide agresiva compuesta por células grandes B atipicas con morfologia plasmablastica o
inmunoblastica. Aunque se desconoce su etiologia, generalmente se produce en un contexto de
deficiencia o desregulacion inmunitaria y se asocia con el VEB. Se presenta con mayor frecuencia
en pacientes masculinos y en edad adulta, usualmente en localizaciones extraganglionares.
(Montes-Moreno S et al., 2024)

La infeccion por VEB y el microambiente tumoral enriquecido en citoquinas y factores
de crecimiento puede llevar a la activacion de JAK/STAT. Por su parte, el VIH, igualmente
asociado con el linfoma plasmablastico, puede alterar la via JAK/STAT modificando la
produccién o la accion de citoquinas para evadir el sistema inmune y facilitar su replicacion.
Concurrente con la infeccion por VEB, se encuentran traslocaciones de MYC, usualmente con
IgH, en cerca del 60% de los casos de linfoma plasmablastico, asociadas con mutaciones en
PRDM1/Blimp! y mutaciones en el dominio STAT3 SH2, que se relacionan con la activacion
constitutiva de STAT3 fosforilado. (Montes-Moreno et al, 2017, Garcia-Reyero et al., 2020)

2.4 Clasificacion genética del linfoma B difuso de célula grande

El aumento de la potencia y la reduccion de los costes han dado lugar a una enorme
variedad de aplicaciones de la tecnologia de secuenciacioén de ultima generacion (NGS, por sus
siglas en inglés). La NGS se basa en la lectura en paralelo de millones de secuencias de nucleotidos
del genoma y se puede utilizar para secuenciar genomas enteros o limitarlos a areas especificas
de interés o un pequefio numero de genes individuales. Esta técnica ha demostrado su coste-
efectividad en el diagnostico de distintas entidades neoplésicas. (Behjati & Tarpey, 2013)

Podemos distinguir tres estrategias diferentes de diagnostico molecular empleando
secuenciacion masiva:

- Secuenciacion del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés), que incluye
regiones exonicas, intronicas y reguladoras.

- Secuenciacion del exoma completo (WES, por sus siglas en inglés), que cubre las
regiones codificantes o exones de todos los genes.

- Secuenciacion dirigida del exoma, en la que tan solo se secuencian una serie de genes
que han demostrado ser relevantes en la patogénesis de una determinada enfermedad.

En los ultimos afios, los avances en secuenciacion gendomica han proporcionado una
comprension mds profunda de la biologia subyacente del LBDCG. Asi, el analisis gendmico, que
incluye el estudio de mutaciones genéticas y ganancias o pérdidas del numero de copias, ha
revelado una serie de alteraciones genéticas recurrentes que contribuyen a la patogénesis de esta
enfermedad, incluyendo aberraciones en genes que regulan la proliferacion celular, la apoptosis,
la diferenciacion celular y la sefializacion del receptor de células B.
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Estas aberraciones genéticas, que producen subtipos inicos y genéticamente definidos
mas alla del fenotipo de la célula de origen (Tabla 4), han dado lugar a propuestas de nuevas
taxonomias del LBDCG. Ademas, pueden tener implicaciones pronosticas y terapéuticas, ya que
algunos subtipos de LBDCG pueden responder de manera diferente a determinadas terapias
dirigidas. Por lo tanto, comprender el perfil genético del LBDCG es fundamental para el
desarrollo de estrategias de tratamiento mas efectivas y personalizadas para los pacientes con esta
enfermedad.

Gracias a estas herramientas en el LBDCG se han descrito seis subtipos genéticos, a saber,
MCD, BN2, EZB, ST2, A53 y N1. Igualmente, se han definido asociaciones entre los subtipos
moleculares o fenotipo de la célula de origen y estas nuevas entidades gendémicas. Asi, se ha visto
que existe una asociacion robusta entre el grupo GCB y el subtipo EZB, asi como entre ABC y
N1y MCD. (Sehn & Salles, 2021, Wright et al., 2020)

Los tumores MCD se caracterizan por mutaciones en MYD88pL265P y CD79B, que
activan cooperativamente el factor nuclear kB (Nk-kB). Igualmente suelen eliminar el locus
supresor de tumores CDKN2A, que codifica inhibidores del ciclo celular pl6INK4A vy
p15INK4B, asi como pl19ARF, que estabiliza p53. BCL2 se regula mediante la ganancia o
amplificacién del nimero de copias permitiendo la viabilidad celular. Ademas, estos tumores
poseen mecanismos de evasion del sistema inmunitario. (Wright et al., 2020) Se ha informado de
que la presencia de VEB es excluyente con las mutaciones en MYD88 y CD79B, es decir que es
poco probable que estas caracteristicas coincidan en un mismo caso. (Vermaat et al., 2020)

Por su parte, BN2 destaca por poseer mutaciones activadoras de NOTCH?2 o que inactivan
el antagonista de NOTCH, SPEN. La mayoria de los casos BN2 poseen una translocacion de
BCL6. Los mecanismos que ayudan a la supervivencia de estos tumores implican a la via NF-kB,
deleciones de CD70, disminuyendo su interaccion con componentes del sistema inmunitario, y
mutaciones de CCND3. (Wright et al., 2020)

El atributo definitorio del subtipo genético EZB es la desregulacion epigenética, fruto de
la inactivacion de varios reguladores epigenéticos, entre ellos CREBBP, y de la mutacién de
EZH2. En este subtipo se ven alterados genes con implicaciones en las interacciones entre las
células tumorales y las células del sistema inmune (EZH2, CIITA, HLA-DMB), el metabolismo
y la proliferacion celular (REL) o la migracion y sefializacion (SIPR2/GNA13). Los LBDCG
doble hit (c-MYC y BCL2) se encuentran en su mayoria dentro de este subtipo. (Wright et al.,
2020)

En cuanto al subtipo ST2, este toma su nombre de las mutaciones recurrentes en SGK1 y
TET2. Otras alteraciones comprenden a la via de sefalizacion intracelular JAK/STAT, mediante
inactivacion de SOCS1y DUSP2 y activacién de STAT3, asi como la via NF-«kB, por inactivacion
de IkBa. (Wright et al., 2020)

A su vez, A53 adquiere mutaciones y deleciones de TP53 y TP53BP1, un sensor de dafio
del ADN que previene aneuploidia. Ademas, se han descrito otras anomalias cromosémicas tales
como delecion de 6q, ganancia/amplificacion de 3q, amplificacion de NFKBIZ, CNPY3 y BCL2,
deleciones en p73 e ING1 y delecion o inactivacion de la f2-microglobulina. Estas alteraciones
se dirigen a supresores de tumores o proporcionan un mecanismo de evasion del sistema
inmunitario. (Wright et al., 2020)

Por ultimo, N1 posee mutaciones de ganancia de funcion en NOTCH1, similares a las de
la leucemia linfocitica cronica. También se caracteriza por la presencia de mutaciones dirigidas a
los reguladores de diferenciacion de células linfoides B (ID3, BCOR) y kB quinasa  (IKBKB),
incluida la isoforma V2031 que activa constitutivamente la via NF-xB. (Wright et al., 2020)
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Célula de
origen

LymphGen

Marcadores
genéticos

Desregulacion
vias
moleculares

Pronostico

Similitudes
genéticas con
otros linfomas

Alteraciones genéticas: t(14,18), BCL2, PTEN,
miR-17-92, GNA13, EZH2, KMT2D, CREBBP,
EP300...

EZB ST2
BCL2, EZH2, TET2,
TNFSR14, SGKI1,
CREBBP, DUSP2,
KMT2D, c- ZFP36L1,
MYC (casos ACTGI,
DH/TH) ACTB,
ITPKB,
NFKBIA
Epigenética, = JAK/STAT
PI3K,
migracion
celular,
interacciones
de células
inmunes
Favorable Favorable
Desfavorable
si EZB/MYC
o LBAG
DH/TH
Linfoma Linfoma
folicular de la zona
marginal

Inclasificable

BN2

BCLS,

NOTCH?2,

TNFARP3,
DTXI

NOTCH2,
evasion del
sistema
inmune

Intermedio

Linfoma de
Hodgkin
predominio
linfocitario
nodular

Linfoma B
rico en
células T e
histiocitos

AS3

TP53,
aneuploidia

Inestabilidad
genética,
evasion del
sistema
inmune

Desfavorable

Alteraciones genéticas: CARD11, CD79A/B, TNFAIP3
(activacion constitutiva de NF-xB), PRDM1, BCL2,
CDKN2A, MYDSS...

N1 MCD
NOTCHI, MYDS8,
IRF2BP2 CD79B, PIM2,
HLA-B, BTGI,
CKDN2A,
ETV6, SPIB,
OSBPL10
NF-xB NF-kB, receptor
de células B
Desfavorable Desfavorable
Leucemia Linfoma
linfocitica linfoplasmacitico
cronica
LBDCG
primario
extranodal
(SNC, piel,
testiculos)

Tabla 4. Caracteristicas biologicas del LBDCG (tabla adaptada de Sehn & Salles, 2021. LBAG: linfoma b de alto grado.
DH/TH: doble Ait (c-MYC y BCL2) y triple hit (c-MYC, BCL2 y BCL6). SNC: Sistema nervioso central.
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3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipaotesis

La sobreexpresion de proteinas de la via JAK/STAT se encuentra en procesos
linfoproliferativos de células B y se puede asociar con fenotipos especificos, incluyendo patologia
inmune relacionada con infeccion viral/autoinmune y diferentes entidades y subtipos de linfoma
B de célula grande.

3.2 Objetivos

El objetivo principal es caracterizar los niveles de expresion de las proteinas relacionadas
con la via JAK/STAT en procesos linfoproliferativos B, especificamente en linfomas B difusos de
célula grande y en linfadenitis virales e inmunes, como la hiperplasia linfoide reactiva asociada
al virus Epstein-Barr, la enfermedad de Castleman asociada al HHV-8 y la enfermedad de
Castleman multicéntrica idiopatica.

Los objetivos secundarios son:

- Caracterizar las alteraciones histopatologicas propias de la enfermedad de Castleman
Con el objetivo especifico de encontrar diferencias entre la enfermedad de Castleman
unicéntrica, la enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica y la enfermedad de
Castleman multicéntrica asociada a HHV-8 y asociada a neoplasia de células
plasmaticas o sindrome POEMS.

- Analizar el papel del estudio de reordenamiento de inmunoglobulina en biopsias de
ganglio linfatico con cambios de tipo enfermedad de Castleman asociados a neoplasia
de células plasmaticas o sindrome POEMS en la deteccion de poblaciones de células
plasmaticas neoplasicas.

- Caracterizar el fenotipo y el perfil genético de los casos de linfoma B difuso de célula

grande y encontrar asociaciones entre la sobreexpresion de proteinas relacionadas con
la via de JAK/STAT y entidades especificas de LBDCG.
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4. Material y métodos

4.1 Seleccion de casos

Todos los procedimientos del estudio se han llevado a cabo conforme a la legislacion
vigente, los principios de la Declaracion de Helsinki y las guias de buena practica clinica.

Se obtuvo consentimiento informado escrito previo a la inclusion de las muestras en el
Biobanco Valdecilla y/o ensayo clinico correspondiente para el uso de las muestras de tejido en
investigacion biomédica. Se obtuvo la aprobacion del proyecto por parte del comité de ética local
(CEIC, Cantabria; Codigo de la Junta de Revision Institucional 2019.218). Adicionalmente, los
datos recogidos y derivados de la realizacion de este proyecto fueron anonimizados y tratados de
un modo confidencial, de acuerdo con la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre de proteccién
de datos personales y garantia de los derechos digitales.

v Caracterizacion histologica y molecular de la enfermedad de Castleman

Para el estudio de la caracterizacion histologica y molecular de la enfermedad de
Castleman se realizd una recogida retrospectiva de casos con tejido disponible desde el afio 2012
al 2022. En total se dispuso de 55 casos provenientes de consultas de hematopatologia a nivel
nacional y casos propios del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Finalmente, de los 55 casos, se tuvieron en cuenta para el estudio 42 debido a la falta de
informacion en el volante de peticion o en los formularios clinicos sobre datos esenciales para el
diagnéstico.

Se recogieron y analizaron todos aquellos datos clinicos y de laboratorio pertinentes de
acuerdo con los criterios diagnosticos de la ECMi. Igualmente, se gradaron y evaluaron las
caracteristicas histopatologicas en las muestras disponibles de ganglio linfatico.

v Identificacion de células plasmadticas clonales en la enfermedad de Castleman

Para este fin, en total se dispuso de 18 casos provenientes de consultas de hematopatologia
anivel nacional y casos propios del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla con tejido fijado
en formol e incluido en parafina (FFIP) de ganglio linfatico disponible.

Se recogieron y valoraron los datos clinicos y de laboratorio pertinentes para el
diagndstico de la neoplasia de células plasmaticas con cambios tipo enfermedad de Castleman.

De estos 18 casos, dos estaban diagnosticados de mieloma multiple, cuatro casos
cumplian criterios de sindrome POEMS y 12 casos de enfermedad de Castleman, siendo cuatro
de ellos idiopaticos y los ocho restantes asociados al HHV-8.

v Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con la activacidén de JAK/STAT
en linfomas B difusos de célula grande v linfadenitis virales/inmunes

Disponiamos de una cohorte de biopsias de 212 casos de linfoma B procedente de ensayos
clinicos y estudios retrospectivos y 16 casos de linfadenitis virales/reactivas provenientes de
consultas de hematopatologia a nivel nacional y casos propios del Hospital Universitario Marqués
de Valdecilla.

Los casos con diagndstico de linfoma se distribuian de la siguiente forma: 146 casos
(69%) de linfoma B difuso de célula grande NOS, 18 casos (8%) de linfoma plasmablastico, 15
(6%) de linfoma B de célula grande VEB positivo, ocho (4%) de linfoma B de alto grado NOS,
siete (3%) de linfoma B de célula grande doble #it, tres (2%) de linfoma B de alto grado doble
hit, tres (2%) de linfoma mediastinico primario de células B grandes, dos (1%) de linfoma B de
célula grande NOS HHV-8 positivo, dos (1%) de linfoma B de célula grande rico en células T e
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histiocitos, uno (0,5%) de linfoma cutaneo primario B difuso de célula grande-tipo pierna, seis
(3%) de linfoma B folicular y, por ultimo, uno (0,5%) de linfoma de Burkitt.

En cuanto a los casos de linfadenitis virales/reactivas, seleccionamos cuatro casos (25%)
con diagnéstico de enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica, 10 casos (63%)
correspondientes a enfermedad de Castleman asociada al HHV-8 y, finalmente, dos casos (12%)
de hiperplasia linfoide reactiva asociada al VEB.

4.2 Estudio histologico

Para el estudio histologico se realizo la tincion de los cortes del tejido fijado en formol e
incluido en parafina mediante dos colorantes, hematoxilina y eosina (H&E), lo que permite una
mejor visualizacion y diferenciacion de las distintas estructuras que componen los tejidos. El
diagnostico histopatologico de todos los casos se establecid de acuerdo con los criterios
diagnosticos vigentes en la OMS, mediante el estudio morfologico, fenotipico y molecular.

En los casos incluidos con diagnodstico de enfermedad de Castleman, dicho analisis
morfologico se guio segun los criterios de consenso para el diagnostico de ECMi, que estudia la
existencia o ausencia de cinco caracteristicas histologicas, a saber, la hiperplasia o regresion de
centros germinales, la plasmocitosis, la hipervascularizacion y la prominencia de células
dendriticas foliculares. Estos hallazgos fueron gradados del 0 al 3, siendo el 0 la ausencia y el 3
el grado maximo de aparicion de cada una de las caracteristicas histopatologicas relevantes.
(Fajgenbaum et al., 2017a; Rodriguez Merino et al., 2023)

Ademas, en estos casos en la muestra de ganglio linfatico se estudio el espacio
interfolicular en busca de una poblaciéon de células plasmaticas que pudiera resultar atipica o
indicativa de una neoplasia de células plasmaticas, con presencia por ejemplo de cuerpos de
Russel (inclusiones intracitoplasmaticas) o de Duchter (inclusiones intranucleares) o
binucleaciones. Por su parte, en las muestras de médula 6sea disponibles igualmente se buscaron
caracteristicas definitorias o sugerentes de discrasia de células plasmaticas. En condiciones
normales la poblacion de células plasmaticas no supera el 10% y se distribuyen alrededor de
pequetios vasos. El hallazgo de grandes agregados de células plasmaticas sin asociacion a vasos
suele ser patologico, ademas la presencia de agregados linfoides rodeados de células plasmaticas
o cambios en los megacariocitos, tales como hiperplasia, acimulos o hiperlobulacion, estan
asociados con el sindrome POEMS. (Dao et al., 2011)

4.3 Pruebas auxiliares

4.3.1 Estudio inmunohistoquimico

El estudio inmunohistoquimico (IHQ) es un método que permite marcar una serie de
proteinas (antigenos) relevantes para el diagnostico y, asi, poder evaluar su expresion. Se basa en
la gran especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos monoclonales para reconocer las
proteinas y unirse a ellas.

El procedimiento parte de secciones finas de tejido previamente fijado y se utiliza el
método de conjugacion indirecto. En lineas generales este proceso se caracteriza por el uso de dos
anticuerpos, uno primario y otro secundario unido a un cromogeno marrén. La primera etapa
consiste en la aplicacion de un anticuerpo primario que se une especificamente al antigeno diana.
Posteriormente, los anticuerpos secundarios reconocen al anticuerpo primario y se unen a ¢él, de
modo que podemos reconocer la existencia del antigeno diana gracias al cromogeno.

La Tabla 5 recoge un listado de los marcadores inmunohistoquimicos utilizados en el
presente estudio.
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Anticuerpo Clon Casa comercial Dilucion Recuperacion antigénica

CD20 L26 DAKO RTU EDTA
CD3 Policlonal DAKO RTU EDTA
CD138 MII15 DAKO RTU EDTA
CD10 56C6 DAKO RTU EDTA
PAXS5 DAK-Pax5 DAKO RTU EDTA
BCL6 PG-B6p DAKO RTU EDTA
BCL2 124 DAKO RTU EDTA
IRF4/MUM1 MUMI1p DAKO RTU EDTA
c-MYC Y69 DAKO 1:50 EDTA
P-STAT3 Tyr705 Cell-signaling 1:200 EDTA
IgG Policlonal DAKO RTU EDTA
I1gG4 HP6025 BIOCARE 1:100 EDTA
MEDICAL
IgA Policlonal DAKO RTU EDTA
IgM Policlonal DAKO RTU EDTA
IgD Policlonal DAKO RTU Citrato
Kappa Policlonal DAKO RTU EDTA
Lambda Policlonal DAKO RTU EDTA
EBER RNA Sonda DAKO RTU Solucidén de pretratamiento (Dako
CISH EBV* Omnis)
EBV-LMP1 CS. 14 DAKO RTU EDTA
HHV-8 LNS53 GENNOVA 1:25-1:50 EDTA

Tabla 5. Marcadores inmunohistoquimicos: clones de anticuerpos, diluciéon y método de recuperacion antigénica. RTU:
ready to use, solucion prediluida lista para utilizar. EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético. * Sonda basada en
oligonucleotidos que se une al ARN nuclear de EBER1 y EBER2.

STAT3 se activa por fosforilacion en Tyr705, que induce dimerizacion, translocacion
nuclear y union al ADN. El anticuerpo monoclonal de conejo P-STAT3 (Try705) detecta niveles
de STAT3 fosforilado en la tirosina 705 y en el estudio inmunohistoquimico muestra una
expresion nuclear. IRF4/MUMI es un marcador nuclear que normalmente se expresa en células
B y T activadas, células plasmaticas y melanocitos. c-MYC es un oncogén que codifica un factor
de transcripcion implicado en la regulacion del crecimiento y la proliferacion celular. BCL6 es un
regulador transcripcional que juega un papel crucial en la formacion de centros germinales y se
sobreexpresa en una variedad de linfomas, incluyendo LBDCG. El anticuerpo monoclonal de
raton anti-HHV8 LNA-1 se expresa en las células infectadas por el virus. EBV-LMP1 es un
marcador de membrana o citoplasmatico que permite la deteccion de la proteina latente de
membrana del virus Epstein Barr. Por ultimo, las tinciones de IHQ para cadenas ligeras kappa y
lambda se utilizan para establecer la naturaleza clonal o policlonal de las células plasmaticas o
los linfocitos.

En los casos diagnosticados de EC, para llevar a cabo el recuento de células plasmaticas
positivas para IgG4 y calcular la ratio IgG4/IgG, se realizaron por cada caso seis fotos al 40x, tres
de los /ot spot de 1gG4 y tres de esas mismas areas de IgG. Posteriormente, se llevo a cabo un
contaje manual de las células positivas para cada uno de los marcadores.

Por otro lado, para el estudio inmunohistoquimico de los casos de linfoma se utilizo6 la
técnica de micromatrices de tejido (TMA, por sus siglas en inglés), la cual consiste en seleccionar
una seccion cilindrica de interés de diferentes muestras tisulares e incluirlas en un tnico bloque
de parafina, para su posterior corte y realizacion de tinciones.

El uso de micromatrices de tejido (ver esquema de su elaboracion en la Figura 4) permite
mejorar el rendimiento diagnostico. Aporta la ventaja de poder analizar el perfil de expresion de
un anticuerpo en multiples tejidos simultaneamente, de modo que se asegura la homogeneidad de
la técnica y se facilita su comparacion. Ademas, es una técnica costo-efectiva pues supone un
ahorro de tiempo y de material. En los casos en los que no se disponia de material suficiente para
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la obtencion de TMA, el estudio IHQ se realizo en secciones completas del bloque fijado en
formol e incluido en parafina (FFPI) original.

Figura 4. Procedimiento para la elaboracion de micromatrices de tejido. Se obtienen muestras
cilindricas de zonas relevantes de cada caso y se incorporan en un unico bloque de parafina receptor,
de modo que este pueda ser cortado y nos permita realizar las técnicas inmunohistoquimicas
pertinentes de forma homogénea.

4.3.2 Hibridacion in situ

Para la deteccion del VEB se utiliz6 una técnica denominada hibridacion in situ
cromogénica (CISH, por sus siglas en inglés). En este proceso se utilizan sondas marcadas con
haptenos que son detectadas por métodos inmunohistoquimicos y producen una reaccion
coloreada que es visible al microscopio Optico. Se utilizé una sonda anti-ARN viral de VEB
(EBER) y un KIT de deteccion PNA ISH (Dako Cytomation).

Igualmente, se utilizo la hibridacion in situ, en este caso fluorescente (F1SH, por sus siglas
en inglés), para el estudio de reordenamientos en BCL6, BCL2 y c-MYC. Para el estudio de
reordenamientos en estos genes se dispone de dos tipos de sondas, sondas de fusion y sondas tipo
break apart. En nuestro estudio, con el fin de detectar traslocaciones cromosomicas, utilizamos
estas ultimas que se componen de dos sondas de diferente color, una roja y la otra verde, que se
hibridan en regiones adyacentes al gen de interés, en el extremo 5’y 3’ del gen. En caso de que
exista reordenamiento del gen aparecera una sefial amarilla de fusién correspondiente al gen
intacto y una sefal roja y otra verde correspondiente al gen traslocado. En cambio, en caso de que
no exista reordenamiento ambas sondas estaran colocalizadas y el patron de sefal serd de dos
puntos amarillos. Se utilizaron las sondas dual-color, break-apart rearrangemen (Vysis) para
BCL6 y BCL2 y dual-color, break-apart, especifica de locus (Vysis) para MYC. El umbral para
considerar un caso como positivo es del 10%.

4.3.3 Cuantificacion de la expresion de marcadores
inmunohistoquimicos

Se llevo a cabo una valoracion y cuantificacion de la expresion inmunohistoquimica de
CD10, BCL6, IRF4/MUMI1 y BCL2, con el fin de establecer el diagnostico y valorar el fenotipo.

Ademas, se valor6 la sobreexpresion de STAT3 fosforilado (P-STAT3). Para ello, se
realizé una cuantificacion semicuantitativa, visual, en porcentajes del 10% en todos los casos con
diagnostico de linfoma, considerando como no valorables aquellos que no disponian de control
interno (por ejemplo, positividad nuclear en células endoteliales) o que no disponian de una
poblacidn de células tumorales suficiente (menos de 50 células tumorales).

Adicionalmente, se utilizd un software de andlisis de muestras histolégicas, QuPath
(Figura 5), para realizar una cuantificacion absoluta y automatica de la expresion de P-STAT3.
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Dicho software es de acceso gratuito y puede descargarse en el siguiente enlace, en el cual también
tenemos acceso a los tutoriales y guias de manejo del programa: https://qupath.github.io/

QuPath es un programa de codigo abierto para el analisis de bioimagenes desarrollado
por el Doctor Pete Bankhead de la Universidad de Edimburgo y pensado para su aplicacion en
patologia digital. Este programa cuenta con potentes herramientas de anotacion y visualizacion
de imagenes, algoritmos para la deteccion de tejido y células, machine learning interactivo para
la clasificacion de pixeles y objetos y es compatible con distintas herramientas de codigo abierto
(como ImageJ, por ejemplo), a la vez que puede trabajar con una gran variedad de formatos de
imagen.

Para empezar con la cuantificacion automatica se crearon varios proyectos, en funcion
del subtipo genético, con todas las imagenes que se querian analizar. Se fueron abriendo las
imagenes de una en una y seleccionando las areas a estudio, en los TMA toda la circunferencia
correspondiente a cada caso y por duplicado y en los casos de secciones de tejido completas, areas
con un numero de células similar a los TMA. A continuacion, desde Analyze > Cell detection >
Positive cell detection, se determinaron los parametros que el programa iba a utilizar para la
deteccion de células, canal, resolucion, tamafio, intensidad y otra serie de valores. Con el fin de
determinar el porcentaje de células tumorales con tincidon positiva respecto al total de células
tumorales, se utilizo la herramienta de machine learning. Asi, se realizaron anotaciones
empleando las categorias tumor, immune cells, stroma 'y other, esta ltima para marcar las células
endoteliales. Posteriormente desde Classify > Object classification > Train object classification,
se pudo obtener una clasificacion de los distintos tipos celulares o areas del tejido y asi obtener
los porcentajes de positividad por grupos.

De los 212 casos con diagnoéstico de linfoma, la tincion para la deteccion de P-STAT3 fue
valorable en 198 casos y en todos ellos se realizé la cuantificacion visual. Por su parte, la
cuantificacion automatica se realizé en 56 casos, 20 casos del subtipo genético ST2, otros 20
Other, cinco casos BN2, ocho EZB y tres MCD.

@ QuPath - CT17133 (1)jpeg - o X

File Edit Tools View Objects TMA Measure Automate Analyze Classify Extensions Help

B (#/[o]lo]lsllz]ls]l@]A)l&] (s] @] s [&] (@) w @

Project | Image | Annotations | Hierarchy | Workflow

[ Annotation (4615 objects) B None

Annotation (Other) B Tumor (2)
Annotation (Other) S SIOmA
W iImmune cells
Annotation (Other)
M Necrosis
Annotation (Other) Other (4)
(O Annotation (Tumor) W Region®
O Annotation (Tumor) Ignore*
M Positive
W Negative
Select all Delete Set selected Auto set
Key Value
Num Other (base) %0
Num Tumor (base) 4525
Num Other: Negative 18

Num Other: Positive 72
Num Tumor: Negative 4372
Num Tumor: Positive 153
Tumor: Positive % 33812
Other: Positive % 80

Other + Tumor: Positive % 48754

Measurements | Description

Figura 5. Imagen que muestra los resultados obtenidos al aplicar el clasificador entrenado para detectar tejido tumoral
y no tumoral. En este caso aparecen células endoteliales y células tumorales, las células endoteliales positivas (control
interno) se muestran en color mostaza, por su parte las células tumorales positivas se muestran en rojo y las negativas
en azul. Abajo a la izquierda de la imagen se pueden ver los detalles de la cuantificacion.
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4.3.4 Estudio de clonalidad linfoide B

El estudio clonalidad linfoide B se basa en la deteccion de reordenamientos especificos
de los genes de las cadenas pesadas (IgH) y cadenas ligeras de las inmunoglobulinas (IgK, IgKde
e IgL), las cuales son responsables del reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos B.

En condiciones normales, las células B muestran una gran diversidad en estos
reordenamientos debido a la recombinacion V(D)J durante su desarrollo. Como norma general
las poblaciones reactivas de linfocitos seran policlonales, mientras que el linfoma se caracteriza
por una expansion monoclonal, con un unico reordenamiento V(D)J dominante. Para detectar esta
clonalidad se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las regiones de
los genes de la Ig, seguida de electroforesis capilar para analizar los patrones de reordenamiento.
Se utiliza la metodologia EuroClonality/BIOMED-2 para estandarizar estos analisis, pues
proporciona un conjunto de protocolos y reactivos validados internacionalmente que mejoran la
reproducibilidad y la precision de los resultados. Adicionalmente, el andlisis de los datos se realiza
mediante Genemapper que permiten una interpretacion precisa de los datos de clonalidad
facilitando la identificacion de patrones clonales a partir de las secuencias amplificadas, mediante
la representacion grafica de los resultados. (Langerak et al., 2012)

En nuestro estudio se extrajo ADN genomico de tejido de ganglio linfatico FFPI vy,
posteriormente, se utiliz6 una PCR multiple para amplificar los reordenamientos de
inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera (FR1-JH, FR2-JH y FR3-JH, IgK, IgKde e IgL) con
cebadores IVS. Después, se realizo una electroforesis capilar en ABI3500 y los fragmentos
resultantes se analizaron con el software 5 Applied Biosystems GeneMapperTM de acuerdo con
protocolos estandarizados. (Langerak et al., 2012)

4.3.5 PCR-alelo especifica

Se realiz6 una PCR-alelo especifica para la deteccion de la mutacion MYD88pL265P. El
gen MYDS8S codifica una proteina que desempena un papel fundamental en la respuesta inmune
innata y adaptativa. La mutaciéon de MYD88 debida a un cambio de la leucina en la posicion 256
por prolina, se encuentra en el 90% de los casos de linfoma linfoplasmacitico/macroglubulinemia
de Waldestrom y en un nimero de casos significativo de LBDCG ABC y de gammapatia
monoclonal IgM de significado incierto. (Lee et al., 2017, Yu et al., 2018)

El estudio de PCR-alelo especifica es una técnica de biologia molecular utilizada para
detectar mutaciones especificas en genes, como la mutacion L265P en el gen MYDS88. Este
enfoque se puede optimizar utilizando sondas 7TagMan, que son sondas fluorescentes disefiadas
para unirse especificamente a la secuencia mutada o a la secuencia wild type del gen diana.
Durante la amplificacion, solo se replicara el ADN que coincida exactamente con los cebadores
y la sonda TagMan especifica, permitiendo la diferenciacion entre el alelo mutado y el no mutado
(wild type). Las sondas TugMan emiten una sefial fluorescente cuando se hidrolizan durante la
amplificacion, lo que permite una cuantificacion en tiempo real de la cantidad de ADN
amplificado.

4.3.6 Caracterizacion genética mediante secuenciacion del
exoma completo de la serie de casos de LBDCG

Se utilizaron los datos producidos en nuestro laboratorio de caracterizacion genética de
109 casos de linfoma B de célula grande, previamente comunicados (Montes-Moreno, et al.,
2023).

Recuperamos muestras de tejido FFIP de los casos y realizamos confirmacion
histopatologica, pruebas FISH y secuenciacion completa del exoma mediante NGS. Se generd
una libreria del exoma completo a partir del ADN tumoral tisular y del ADN genomico de linea
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germinal extraido de granulocitos de sangre periférica (Sureselect XT Human All Exon v6 Agilent
Technologies), que se secuencid en un instrumento Novaseq 6000 (/llumina, paired end 2 x100)
en el Centro Nacional de analisis Genomico (CNAG, Barcelona).

Los datos de secuenciacion y los datos de fusion disponibles para BCL2 y BCL6 se
utilizaron para clasificar los casos segun Lymphgen (https:/llmpp.nih.gov/lymphgen/index.php).
Los conjuntos de datos generados y analizados durante el estudio actual se han puesto disponibles
en el repositorio de European Genome-Phenome Archive (EGA), en el siguiente enlace:
https://ega-archive.org/studies/EGAS50000000371

Las solicitudes de acceso a los datos pueden dirigirse directamente al Comité de acceso a
los datos: https://ega-archive.org/dacs/EGACS50000000261

4.4 Analisis estadistico

Se llevd a cabo un analisis estadistico descriptivo incluyendo media, mediana, valor
maximo, valor minimo y desviacion estandar. Igualmente se realizaron test estadisticos, ¢-student
para muestras pareadas y chi-cuadrado.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacion histopatologica de la enfermedad de Castleman

Atendiendo a las caracteristicas clinicas e histopatologicas (Tabla 6) de los 42 casos
seleccionados con cambios de tipo EC en las muestras de ganglio linfatico, 14 (33%) de ellos
afectaban a un tinico ganglio linfatico o a una region ganglionar, correspondiendo por tanto al tipo
unicéntrico. Ademas, estos 14 casos mostraron en su totalidad un patrén hialino-vascular. Por su
parte, 27 de los casos (64%) se englobaron en el subtipo plasmocelular y el caso restante tenia
caracteristicas mixtas. De entre esos 27 casos, 15 (55%) estaban relacionados con la infeccion por
el HHV-8, siete (26%) con neoplasia de células plasmaticas o sindrome POEMS y cinco (19%)
cumplieron criterios de ECMi. Finalmente, el caso con morfologia mixta fue considerado como
linfadenopatia compatible con lupus eritematoso sistémico (LES).

La Figura 6 muestra un histograma con la gradacion de las caracteristicas histopatologicas
de los criterios de consenso en las distintas entidades de la serie, que iremos desglosando y
describiendo en los siguientes apartados.

Caracteristicas histopatolégicas por entidad

3
***p0.021 * PO.048 ** p0.045

2
o l I

Hiperplasia CG  Regresion CG Prominencia CDF Hipervascularizacién Plasmocitosis
®  ECM-HEVE NCPPOEMS W  ECMI ECU-HV

Figura 6. Detalle de la gradacion de las caracteristicas histopatologicas por entidad.
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75-80 M Desconocida 1,2cm 2 0 0 0 3 1gG politipicas - -
‘é’ 50-55 F Inguinal 2cm 3 3 2 0 1 IgG politipicas 96 0,248
w 55-60 F Axilar izquierda 2cm 2 3 2 0 | 1 I1gG politipicas 3 0,039
8 60-65 Desconocido Desconocida 1,2cm 1 2 1 0 3 IgA politipicas - -
o 70-75 M Supraclavicular 1,6 cm 1 3 2 0 3 IgG lambda 5 0,074
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L
-

Tabla 6. Resumen de las caracteristicas epidemiologicas e histologicas de nuestra serie retrospectiva de 42 casos con cambios tipo EC en biopsia de ganglio linfatico. En las dos ultimas dos
columnas se muestra la media de células plasmaticas IgG4 positivas, calculada a partir de la cuantificacion de células en tres campos de 40x, y la ratio IgG4/IgG calculada a partir de ambas medias,
células positivas para IgG4 y positivas para IgG, igualmente cuantificando en tres campos de gran aumento. M: masculino. F: femenino. HCG: hiperplasia de centros germinales. RCG: regresion
de centros germinales. CDF: prominencia de células dendriticas foliculares. HV: hipervascularizacion. Pl: plasmocitosis. NV: no valorado.



5.1.1 Caracteristicas de la enfermedad de Castleman
unicéntrica

Las adenopatias con diagnostico de ECU se localizaron en regiones periféricas (siete
casos), que incluian el cuello y la axila, el retroperitoneo o mesenterio (cuatro casos) y el
mediastino (un caso). Esta distribucion coincide con los hallazgos descritos en la literatura, que
definen como localizaciones mas frecuentes el mediastino (29%), el cuello (23%), el abdomen
(21%) y el retroperitoneo (17%). (Talat et al., 2012) Igualmente, puede hallarse en las regiones
axilar e inguinal, la 6rbita, la nasofaringe y el intestino delgado. (Nishimura et al., 2021)

De acuerdo con la evaluacion y gradacion de las cinco caracteristicas histopatologicas
propuestas en los criterios diagnosticos de consenso de la ECMI, se observo que la prominencia
de CDF era més sobresaliente en los casos de ECU (Figura 7), la hipervascularizacion era una
caracteristica mas destacada en los casos de ECM-HHVS y la hiperplasia de centros germinales
era propia de los casos de ECMi.

Asi, los casos con diagndstico de ECU mostraron predominantemente regresion de
centros germinales y prominencia de CDF (Figura 7) con valores medios, teniendo en cuenta el
sistema de gradacion, de 2,64 (+ 0,83) y 2,57 (+ 0,82), respectivamente. Por su parte, la gradacion
de la presencia de hipervascularizacion fue de media de un 1,92 (£ 0,67). Como cabe esperar en
los casos con patron hialino-vascular, la hiperplasia de centros germinales y la plasmocitosis no
resultaron caracteristicas histoldgicas llamativas.

En comparacion con otros grupos de EC, los casos de ECU y patron hialino-vascular
mostraron grados significativamente mayores grados de prominencia de CDF (p 0,048). Esta
caracteristica se define como la aparicion de una expansion de la red de CDF, la cual se identifica
mejor mediante estudio inmunohistoquimico con marcadores como CD23, y una proliferacion de
células dendriticas interfoliculares con presencia de esclerosis. Esta esclerosis se aprecia como
bandas densas y eosinofilicas de colageno y frecuentemente se asocia con la presencia de células
dendriticas interfoliculares con ligera atipia. En estos casos no se observaba dilatacion sinusoidal.
Es importante destacar que los casos con diagnodstico concurrente de sarcoma de CDF fueron
excluidos de este estudio. (Piris et al., 2018)

Por otra parte, la regresion de centros germinales fue también prominente en los casos de
EC relacionada con NCP/POEMS.

Figura 7. Detalle de un caso de ECU de la serie. Ay B. H&E. Puede apreciarse la regresion de centros germinales
con hiperplasia de células dendriticas foliculares y la presencia de depdsito de colageno denso en el espacio
interfolicular, con calcificacion distrofica focal. C. La inmunotincion con marcadores de células dendriticas
foliculares, en este caso CD23, resalta mejor la expansion de la red de dichas células.
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5.1.2 Caracteristicas de la enfermedad de Castleman
multicéntrica HHVS positiva

En cuanto a los casos de ECM-HHVS, en todas las muestras se realizod
inmunohistoquimica contra LANA-1 para verificar la infeccion por HHVS. En uno de los casos
se hallo positividad para LANA-1 en CDF lo que sugiere que dichas células intervienen en el
procesamiento antigénico. (Chadburn et al., 2017)

Otros hallazgos histologicos incluyeron regresion de centros germinales, proliferacion de
vénulas en el area paracortical y la presencia de células plasmablasticas o plasmocitoides IgM
lambda en la zona del manto (Figura 8). Ademas, en tres de los 15 casos relacionados con el virus
se observo una proliferacion de células fusadas correspondientes a sarcoma de Kaposi y en un
caso se aprecio la existencia de grandes grupos de plasmablastos HHVS positivos, hallazgo que
anteriormente se describia como microlinfoma. (Chadburn et al., 2017)

De acuerdo con las cinco caracteristicas histopatologicas del consenso internacional para
el diagnoéstico de la ECMi, la ECM-HHVS8 mostré6 un mayor grado de hipervascularizacion
(Figura 8) respecto al resto de casos (p 0,045). La plasmocitosis también fue una caracteristica
prominente, sin embargo, la hiperplasia de centros germinales fue practicamente ausente.
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Figura 8. Caracteristicas histopatologic asos con ECM-HHVS se caracterizaron
por presentar regresion prominente de centros germinales, plasmocitosis en grados altos en el area interfolicular y
presencia de proliferacion de vénulas de endotelio alto en la zona paracortical. D. La demostracion
inmunohistoquimica del HHV-8 es clave para el diagndstico de esta entidad. E, F 'y G. Esta poblacion de plasmablastos
o células plasmocitoides presentes en el manto presenta restriccion IgM lambda.

5.1.3 Caracteristicas de la enfermedad de Castleman
multicéntrica relacionada con neoplasia de células
plasmaticas o sindrome POEMS

Siete de los 27 casos (25%) de EC plasmocelular presentaban una neoplasia de células
plasmaticas, incluyendo tres casos con sindrome POEMS. En tres (43%) de los casos de ECM-
NCP/POEMS se pudo observar la presencia de una poblacion de células plasmaticas monotipicas
con restriccion de cadena ligera lambda, siendo dos de ellos IgA y uno IgG.

Por el contrario, en los cuatro casos restantes no fue posible identificar una poblacion
monotipica de células plasmaticas mediante el estudio inmunohistoquimico. El isotipo de Ig
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predominante en estos casos fue IgG. Uno de ellos mostraba en la biopsia de ganglio linfatico un
plasmocitoma, sin clinica o datos de laboratorio que indicaran un mieloma multiple concurrente.
Otro caso cumplia criterios de mieloma multiple y respecto a los dos restantes no disponiamos de
informacion clinica o analitica para confirmar el diagnostico de mieloma multiple.

Los casos con diagnostico de ECM-NCP/POEMS presentaron mayor grado de regresion
de centros germinales (Figura 9) en comparacion con otras entidades de EC plasmocelular, pero
esta diferencia no resultd estadisticamente significativa (p >0,05). La hiperplasia de centros
germinales no fue una caracteristica atribuible a esta entidad, a diferencia de los casos
autoinmunes, como ECMi o LES.
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Figura 9. Detalle de un caso de ECM-NCP/POEMS con restriccion tudio
inmunohistoquimico. A, B, C y D. Mediante H&E se pueden apreciar las caracteristicas morfologicas del caso que
consisten en regresion de centros germinales con prominencia de células dendriticas, la hipervascularizacion no es una
caracteristica destacable, no asi la plasmocitosis interfolicular que corresponde a un Grado 3. E. Dichas células
plasmaticas dispuestas en grandes grupos o ldminas en el espacio interfolicular son positivas para IgA. Fy G. La

poblacioén resulté monotipica lambda mediante estudio inmunohistoquimico.

. W i

5.1.4 Caracteristicas de la enfermedad de Castleman
multicéntrica idiopatica

Por otro parte, cinco de los 27 casos (18%) cumplian criterios clinicos, histopatologicos
y de laboratorio para el diagnoéstico de ECMi, basandonos en los criterios de consenso. La
subclasificacion en ECMi-NOS y ECMI-TAFRO se realiz6 atendiendo a los datos disponibles y
los criterios publicados. (Fajgenbaum et al., 2017)

Los casos con diagndstico de ECMi se caracterizaron por grados altos de hiperplasia de
centros germinales respecto a otros subgrupos (p 0,021). El resto de las caracteristicas, véase
regresion de centros germinales, prominencia de CDF o hipervascularizacion, no fueron
inherentes a este subtipo. La hiperplasia de centros germinales junto a la dilatacion de sinusoides
fueron hallazgos consistentes en estos casos (Figura 10).

Los cinco casos de ECMi presentaron una plasmocitosis politipica en la
inmunohistoquimica, a diferencia de aquellos con diagnéstico de ECM-HHV8 que presentaban
una poblacion de células plasmaticas IgM lambda.

Respecto a la biopsia de ganglio linfatico con diagnostico de LES tras la evaluacion de
los datos clinicos, presentdé un Grado 3 de plasmocitosis, 2 de regresion de centros germinales,
hiperplasia de CDF e hipervascularizacion y 1 de hiperplasia de centros germinales (Figura 10).
Debido a la ausencia de otros hallazgos caracteristicos de adenopatia secundaria a lupus, tales
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como necrosis o depositos de acido desoxirribonucleico (ADN) como cuerpos de hematoxilina,
solo se pudo alcanzar el diagndstico gracias a los datos clinicos. Este caso es un ejemplo de que
el LES puede presentar caracteristicas de EC en la biopsia de ganglio linfatico.

Figura 10. Detalle de las caracteristicas histopatologicas de un caso de ECMi (A) y el caso con diagnostico de
linfadenopatia relacionada con LES (B), ambos casos con una poblacion de células plasmaticas politipicas IgG. En el
caso de ECMi podemos ver hiperplasia de centros germinales, dilatacion sinusoidal y nidos de células plasmaticas en
el area interfolicular. Por su parte, el caso de LES presenta mezcla de centros germinales regresivos e hiperplasicos.
Alguno de los centros germinales regresivos muestra ademas prominencia de CDF.

5.1.5 Diagndstico diferencial con la enfermedad relacionada con
I1gG4

El incremento de células plasmaticas Ig4 no fue homogéneo y tan solo cinco casos de los
23 evaluados (22%) presentaron 30 o mas células plasmaticas [gG4. Tres de los cinco casos fueron
ECM-HHVS, un caso ECM-POEMS y otro caso ECMi. Ninguno de ellos mostré6 mas de 100
células positivas, con una mediana de 14 y una ratio [gG4/IgG menor de 0,4 en todos los casos.
Por lo tanto, tan solo un porcentaje pequeflo de los casos presenté un incremento de células
plasmaticas IgG4 y en ninguno de ellos se cumplian los criterios para el diagnodstico de
enfermedad relacionada con IgG4.
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5.2 Identificacion de células plasmaticas clonales en la enfermedad de
Castleman multicéntrica asociada a neoplasia de células plasmaticas y
sindrome POEMS

Se incluyeron en el estudio seis casos (Tabla 7) con neoplasia de células plasmaticas
asociada a cambios tipo enfermedad de Castleman en la biopsia de ganglio linfatico. De estos seis
casos, tres correspondian a mujeres con sindrome POEMS y los otros tres a hombres, uno de ellos
con sindrome POEMS y los otros dos con neoplasia de células plasmaticas con amiloidosis AL y
mieloma multiple, respectivamente. La mediana de edad fue de 59 afios (rango 49-79).

E/S Datos clinicos Laboratorio Componente = Tamaiio y Médula ésea Diagnéstico
M (suero) morfologia
GL
79M Fiebre, pérdida de Proteinuria, Indetectable 1,2 cm, PC >10% células NCP/MM,
peso, lesiones anemia, plasmaticas lambda amiloidosis
osteoliticas, hipoalbuminemia Amiloidosis AL AL
amiloidosis AL proteina C
reactiva elevada,
trombopenia
49/F Polineuropatia, Proteinuria, IgA lambda 2 cm, HV >10% células POEMS
hepatoesplenomegalia trombocitosis (0,54 g/dl) plasmaticas IgA
edema, papiledema, lambda
lesiones
osteoesclerdticas
ST/F Polineuropatia Trombocitosis Indetectable 2 cm, HV Plasmocitosis reactiva = EC variante
desmielinizante, (<10%), hiperplasia POEMS
tetraparesia, megariocitos
poliadenopatia,
hipertricosis,
eritrodermia
59'M Plasmocitoma VSG elevada IgG lambda 1,2cm, HV | Plasmocitosis reactiva NCP,
(cavum), (0,2 g/dl) (<10%) amiloidosis
poliadenopatia, AL
hipotiroidismo,
amiloidosis AL
70M Polineuropatia VEGF elevado IgG lambda 1,6 cm, PC Plasmocitosis reactiva POEMS
desmielinizante, (0,38 g/dl) (<10%), hiperplasia
poliadenopatia megariocitos
62/F Lesiones Trombocitosis IgA lambda 2 cm, PC Linfoplasmocitoide POEMS
osteoblasticas, (0,59 g/dl) >10% IgA lambda
poliadenopatia, hiperplasia
polineuropatia megacariocitos

Tabla 7. Resumen serie ECM-NCP/POEMS. E/S: edad/sexo. M: masculino. F: femenino. VSG: velocidad de
sedimentacion globular. VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. PC: plasmocelular. HV: hipervascular.

5.2.1 Biopsias de ganglio linfatico

Se analizaron seis muestras de pacientes (Figura 11) con diagnostico confirmado de
sindrome POEMS (n=4) o neoplasia de células plasmaticas/mieloma multiple (n=2). Tres de los
seis casos mostraron un patréon rico en plasmaticas, mientras que los otros tres fueron
hipervasculares, anteriormente patron hialino-vascular. Por ende, en tres de los casos se observo
una expansion de la paracorteza y de la médula del ganglio linfatico a expensas de una
proliferacion de células plasmaticas (Grado 3) dispuestas en nidos. Por otro lado, los tres casos
restantes mostraron grados altos de regresion de centros germinales y prominencia de células
dendriticas (Grado 3 y Grado 2, respectivamente) con plasmocitosis limitada (Grado 1). La
hiperplasia de centros germinales no fue una caracteristica presente en estos casos (Grado 0 en
cinco casos y Grado 1 en un caso). Ademas, en casos aislados se observé atipia citologica y
binucleacion de células plasmaticas.
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Figura 11. Biopsia gaﬁglionar de los seis casos con ECM-POEMS. Obsérvese como el estudio
inmunohistoquimico revela dos patrones de infiltracion de células plasmaticas.

Mediante estudio inmunohistoquimico se detectd la existencia de una poblacion de
células plasmaticas monotipicas en dos de los seis casos (33%). Ambos con restriccion de cadena
ligera lambda y con isotipo de la inmunoglobulina IgA e IgG. Los otros cuatro no presentaron una
monotipia evidente y el isotipo predominante fue IgG. El estudio inmunohistoquimico permitio
identificar dos patrones de infiltracion de células plasmaticas. Los casos clasificados como
monotipicos presentaron laminas o sabanas de células plasmaticas, mientras que en aquellos
considerados como politipicos las células plasmaticas se encontraban dispersas.

Por su parte, el estudio de clonalidad linfoide B mostré una poblacion clonal de células
plasmaticas en cinco de los seis casos estudiados (83%), de modo que se observd un patron
policlonal en un tnico caso.

Asi, se identificaron reordenamientos de la cadena pesada de la inmunoglobulina en
cuatro casos y clonalidad de cadenas ligeras (IgK, IgKde e Igl) en tres casos. De estos cinco
casos, dos de ellos mostraron ambos reordenamientos, tanto de cadena pesada como de cadena
ligera, los otros tres presentaron reordenamiento o bien de cadena pesada o bien de cadena ligera
(Figura 12, Tabla ).

En definitiva, el analisis de clonalidad detectd una poblacion clonal de células plasmaticas
en tres de los casos considerados como politipicos por inmunohistoquimica. Por tanto, el estudio
de clonalidad linfoide B mejor¢ la deteccion de la neoplasia subyacente en tres de los cuatro casos
politipicos mediante inmunohistoquimica (75%).

A modo de comparacion, se sometié a un analisis de clonalidad un conjunto de casos de
ECMi (4 casos) y ECM-HHVS (8 casos). Los 12 casos mostraron patrones policlonales para IgH
y cadenas ligeras, consistentes con los hallazgos inmunohistoquimicos (Tabla 8).
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Figura 12. Resultados del estudio de clonalidad linfoide B de los seis casos con ECM-NCP/POEMS. En la primera
columna se observa el control de talla (CT) importante para valora la calidad del ADN. Como se puede apreciar se

estudiaron reordenamientos en la cadena pesada de la Ig (FR1, FR2 y FR3) y en las cadenas ligeras (IgK, IgKde, IgL1

e Igl.2). Se sigui6 el protocolo Euroclonality/Biomed?.

Diagnéstico IHQ IgH IgK-IgKde IgL Conclusion
NCP/MM IgG FR2 CLONAL IgK CLONAL  Policlonal CLONAL
amiloidosis AL politipica (258bp) (147 bp)
POEMS IgG FR1 CLONAL IgK CLONAL - CLONAL
politipica (325bp) (148 bp)
EC variante IgG - - Policlonal POLICLONAL
POEMS politipica
NCP/amiloidosis IgG FR2 CLONAL - - CLONAL
AL politipica (258bp)
POEMS IgG Policlonal Igk CLONAL - CLONAL
lambda (148 bp)
POEMS IgA FR2 CLONAL - Policlonal CLONAL
lambda (259bp)
ECMi Politipica Policlonal - - POLICLONAL
ECMi Politipica Policlonal Policlonal - POLICLONAL
ECMi Politipica - Policlonal Policlonal POLICLONAL
ECMi Politipica Policlonal Policlonal - POLICLONAL
HHV-8 IgM Policlonal - - POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM - Policlonal - POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal Policlonal Policlonal POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal - - POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal - Policlonal POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal Policlonal - POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal Policlonal - POLICLONAL
lambda
HHV-8 IgM Policlonal Policlonal Policlonal POLICLONAL
lambda

Tabla 8. Resumen de los hallazgos del estudio inmunohistoquimico y de clonalidad linfoide B de los 18 casos.
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5.2.2 Biopsias de médula 6sea

Dispusimos de muestras de médula osea (Figura 13) en los seis casos de ECM-
NCP/POEMS. Tres de ellos presentaron un infiltrado significativo (>10%) de células plasmaticas
monotipicas; dos de estos tres casos cumplian criterios de sindrome de POEMS y el caso restante
fue categorizado como mieloma multiple con amiloidosis primaria (AL) asociada.

Mediante estudio inmunohistoquimico, los tres casos presentaron una restriccion de
cadena ligera lambda con expresion de IgA en dos de ellos, lo que coincide con el componente M
y las células plasmaticas monotipicas en la biopsia de ganglio linfatico correspondiente.

En los otros tres casos restantes no se evidencidé una poblacion monotipica de células
plasmaticas. Todos ellos correspondian a sindrome POEMS vy presentaron hiperplasia
megacariocitica, planteando en uno de los casos el diagnostico diferencial con trombocitemia
esencial.

R AR IR

L3

Figura 13. Médula 6sea dos casos con ECM-POEMS. A) Caso 2. Se observan agregados nodulares e
intersticiales (>10%) de plasmaticas CD138, IgA lambda. Mediante CMF se identifico un 0,18% de plasmaticas
lambda con expresién de CD138 y CD56. B) Caso 6. Se evidencio un infiltrado linfoplasmacitoide intersticial
y nodular (>10%) con expresion de CD20, CD138, MUMI, IgA y restriccion lambda. Ademas, hiperplasia
megacariocitica. Por CMF un 0,04% de células plasmaticas lambda con expresion de CD45 disminuido y CD19
negativo.
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5.3 Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con la
activacion de JAK/STAT en procesos linfoproliferativos

Con el fin de categorizar la expresion de proteinas relacionadas con la activacion de
JAK/STAT, se incluyeron en el estudio 16 casos correspondientes a linfadenitis virales/inmunes
y 212 casos con diagndstico de LBDCG.

5.3.1 Linfadenitis virales/inmunes

En cuanto a los casos de linfadenitis virales/reactivas (Tabla 9), en todos ellos se valoraron
tanto los hallazgos histologicos como los datos clinicos y de laboratorio pertinentes para el
diagnostico. Finalmente se seleccionaron para el estudio cuatro casos (25%) con diagndstico de
enfermedad de Castleman multicéntrica idiopatica, 10 casos (63%) correspondientes a
enfermedad de Castleman asociada al HHV-8 y dos casos (12%) de hiperplasia linfoide reactiva
asociada al VEB. La edad promedio de estos pacientes era de 58 afios, situandose la edad minima
en 30 aflos y la maxima en 82 afios. La mayoria de ellos era hombres, con una relacion 3:1, siendo
12 hombres y cuatro mujeres.

Hallazgos histopatologicos

Morfolégicamente en conjunto los casos de ECMi presentaron centros germinales
mayoritariamente atréficos o hiperplasicos, con prominencia de CDF y plasmocitosis
interfolicular politipica de predominio IgG. Todos los pacientes, de acuerdo con los criterios
diagnodsticos (Tabla 3), presentaban adenopatias en mas de una localizacion y alteraciones
clinicas, como la presencia de edemas o sindrome constitucional, es decir asociacion de astenia,
anorexia y pérdida significativa de peso, o de laboratorio, como anemia, trombopenia o
insuficiencia renal.

Respecto a los casos de ECM-HHVS, estos mostraban una poblacion de células
plasmaticas, dispuestas en sabana en el espacio interfolicular, sin atipias citologicas ni restriccion
de cadenas ligeras. Ademas, en la capa del manto se apreciaba la existencia de inmunoblastos que
resultaban positivos para HHVS, con restriccion de cadenas ligeras lambda e isotipo IgM. Todos
los pacientes presentaban enfermedad multicéntrica. Adicionalmente, en tres de los casos se
observo en la periferia del ganglio linfatico, en el area subcapsular, una proliferacion vascular con
hendiduras ocupadas por hematies, cuyas células eran de aspecto fusiforme con citoplasma
eosinofilo y nucleo alargado e hipercromatico, que diseccionaba las fibras colagenas. Estos
hallazgos son consistentes con sarcoma de Kaposi.

Histologicamente los ganglios linfaticos en estos casos, hallazgos encontrados en las dos
muestras de la serie de linfadenitis asociadas a VEB, se caracterizan por presentar una arquitectura
con foliculos linfoides prominentes y, tipicamente, en el area paracortical una proliferacion de
células mononucleares con cromatina vesicular y un nucleolo central basofilo, correspondientes
a inmunoblastos reactivos. Igualmente, no asi en nuestra cohorte, puede observarse necrosis y
células aisladas tipo Hodgkin o Redd-Sternberg. Asimismo, se observa expresion de EBV-EBER
en blastos. (Aguilera & Auerbach, 2018)

Hallazgos inmunohistoquimicos

En relacion con la expresion de P-STAT3, se buscd primeramente que existiese control
interno, con positividad en células endoteliales. Posteriormente, se evalué su expresion
considerando el nimero de células plasmocitoides o plasmablastos positivos respecto a la
totalidad de dicha celularidad, analizando su localizacion en los distintos compartimentos del
ganglio linfatico y la expresion de otros marcadores como CD138, HHV-8 o EBV-LMP1.
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Las muestras correspondientes a enfermedad de Castleman asociada a HHVS presentaban
expresion significativa de P-STAT3 (Tabla 9, Figuras 15 y 16), observandose positividad en
células plasmaticas interfoliculares, plasmablastos intrafoliculares y células HHV-8 positivas. En
los casos de hiperplasia linfoide reactiva asociada a VEB (Figura 14) y de enfermedad de
Castleman multicéntrica idiopatica el porcentaje de células positivas para P-STAT3 fue menor del
5% (Tabla 9).

Linfadenitis virales/inmunes

Numero de pacientes 16
Hiperplasia linfoide reactiva VEB+ 2
ECMi 4
ECM-HHVS8+ 10

Edad (promedio, min-max) 58

(30-82)

Sexo
Mujeres 4 (25%)
Hombres 12 (75%)

Expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 (casos con positividad >5% en células plasmocitoides y
plasmablastos/casos valorados)

Hiperplasia linfoide reactiva VEB+ 0/2
ECMi 0/4
ECM-HHV&+ 8/9

Tabla 9. Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas y de la expresiéon inmunohistoquimica de P-STAT3 de la
serie de linfadenitis virales/inmunes.

Figura 14. Detalle morfologico (H&E) de ambos casos con hiperplasia linfoide reactiva asociada a VEB. A) Este
caso mostraba una expansion del area interfolicular por inmunoblastos B y T, positivos para CD20 y CD30, EBV-
LMP1 y MUMLI, sin restriccion de cadenas ligeras. En el espacio interfolicular, se observan aislados blastos
positivos para P-STAT3 (<5%). B) Morfologicamente se observo una expansion masiva de los centros germinales,
parcheada con areas de células B monocitoides localizadas en los senos medulares y focos de hiperplasia
paracortical con macrofagos y focal eritrofagocitosis. Existe positividad frente a EBER en el estudio
inmunohistoquimico. La expresion de P-STAT3 se da en macrofagos y células endoteliales.
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Figura 15. Detalle morfologico (H&E) de los casos con diagnostico de ECMi. Los casos A, By D, se consideraron
positivos presentando aisladas células plasmocitoides o plasmablastos positivos para P-STAT3. El caso A presentaba
pequeiios agregados de células positivas, asi como positividad citoplasmatica en células plasmaticas maduras.
Respecto al caso C, fue considerado negativo al presentar positividad en macrofagos.

70



Figura 16 (contintia en la pagina siguiente). Detalle morfologico (H&E) de los casos con diagnostico de ECM-
HHVS (continiia en la siguiente pagina). Respecto al caso B no se pudo recuperar la laminilla correspondiente a la
tincion HHV-8, por lo que no se dispone de la fotografia. Los casos C y D asociaban sarcoma de Kaposi. Los cuatro
primeros casos mostraban celularidad aislada positiva para HHV-8, siendo mas numerosa y en la localizacion tipica
en el manto del foliculo linfoide en caso E. Todos los casos presentaban grados variables pero elevados de
hipervascularizacion, siendo importante distinguir la celularidad endotelial para establecer la valoracion. En todos
ellos se encontraban células plasmocitoides o plasmablastos positivos para P-STAT3 en el area intrafolicular o
interfolicular, siendo, como se puede apreciar, mas acusada esta poblacion en los casos Ay E.
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Figura 16, continuacion. Detalle morfologico (H&E) de los casos con diagnéstico de ECM-HHVS. De este panel
los casos G e I presentaban sarcoma de Kaposi asociado. Obsérvese en los casos F, H e I, 1a ocupacion casi completa
del foliculo linfoide por inmunoblastos positivos para HHVS, a diferencia de en los dos casos restantes en los que
la celularidad positiva es mucho mas discreta. De este panel, el caso F fue considerado negativo y el caso G no
pudo valorarse al no existir control interno positivo. Los tres ultimos casos (H, I y J) presentaron positividad difusa
en células plasmocitoides o plasmablastos en la zona del manto, interfolicular o incluso intrafolicular.
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5.3.2 Linfomas B de célula grande

Datos epidemiologicos v diagnosticos de la serie

En el analisis histopatolégico de los casos de linfoma se siguieron los criterios
diagnosticos vigentes en la OMS, realizandose el estudio morfoldgico, fenotipico y molecular
pertinente en cada caso y clasificandolos de acuerdo con las 18 entidades reconocidas de linfoma
B difuso de célula grande.

La distribucion por entidades de los 205 casos diagnosticados de LBDCG fue 146 casos
(71%) de linfoma B difuso de célula grande NOS, 18 casos (9%) de linfoma plasmablastico, 15
(7%) de linfoma B de célula grande VEB positivo, ocho (4%) de linfoma B de alto grado NOS,
10 (5%) de linfoma B de célula grande/de alto grado doble Zit (MYC y BCL2), tres (2%) de
linfoma mediastinico primario de células B grandes, dos (1%) de linfoma B de célula grande
HHV-8 positivo, dos (1%) de linfoma B de célula grande rico en células T e histiocitos y uno
(0,5%) de linfoma cutaneo primario B difuso de célula grande-tipo pierna (Tabla 10).

Distribucion por fenotipo segun la célula de origen

En 175 de los 205 casos se obtuvieron los datos para valorar el fenotipo de célula de
origen mediante estudio inmunohistoquimico y conforme al algoritmo de Hans (Figura 3), que
incluye el analisis de tres marcadores, a saber, CD10, BCL6 ¢ IRF4/MUMI. Por este método, el
64% (n=112) de los casos fueron GCB y ¢l 36% (n=63) no-GCB.

Analisis de mutaciones en MYDSSL265P y reordenamientos de MYC, BCL2 y BCL6

Se realizo FISH de c-MYC, BCL2 y BCL6. Asi, de los 87 casos en los que se estudio la
existencia de reordenamientos de c-MYC, 26 casos (30%) resultaron positivos. Por su parte, el
reordenamiento de BCL2 fue analizado en 73 casos, obteniéndose un resultado positivo en 18
(24%) de ellos. La presencia de reordenamientos concurrentes en c-MYC y BCL2 se dio en 10
casos, por lo que fueron clasificados como doble hit. BCL6 se analizdé en 60 casos y resultd
reordenado en 24 (40%) de ellos. Un total de 17 casos presentaron reordenamientos de BCL6 y
uno de los otros dos genes estudiados, siete de BCL2 y BCL6'y 10 de c-MYC y BCL6.

Desde el punto de vista genético, se estudid en 44 casos y mediante PCR-alelo especifica
la mutacion somatica L265P en el gen MYD88 (MYDS88pL265P). Se detectd mutacion de
MYDS88 en ocho casos de 44 analizados (18%), todos ellos con diagndstico de LBDCG-NOS y
fenotipo de célula de origen no-GCB.

Distribucion por subtipo genético

Se realizd secuenciacion del exoma completo de 70 muestras y se obtuvo un subtipo
genético segun Lymphgen 2.0. E1 51% de los casos analizados (n=36) fueron asignados a un
subtipo especifico, mientras que el 49% (n=34) fueron considerados no clasificados, es decir
subtipo Other.

El subtipo genético mas prevalente fue ST2 y combinados de ST2 (20/70, 29%), EZB o
combinados de EZB (8/70, 11%), BN2 (5/70, 7%) y, por ultimo, MCD (3/70, 4%).

Un total de 13 casos (19%) resultaron en subtipos combinados, siendo el mas comun
ST2/EZB con seis casos. La distribucion del resto de subtipos combinados se describe a
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continuacion:  ST2/BN2  (n=2), ST2/BN2/EZB (n=1), ST2/EZB/MCD (n=1),
ST2/EZB/BN2/MCD (n=1) y, finalmente, EZB/MYC (n=2).

Asociacion entre fenotipo v subtipo genético

Por otra parte, se puede valorar la asociacion entre el fenotipo segun célula de origen y el
subtipo genético.

Asi, se vio que los subtipos genéticos BN2 y MCD resultaron ser en su mayoria no-GCB,
con porcentajes del 80% y el 67%, respectivamente.

Respecto a ST2 y combinados en global, el 55% fueron GCB.

En relacion con el subtipo genético EZB, un 83% de los casos (5/6 muestras) fueron GCB.
El tnico caso EZB y no-GCB se diagnosticé de LBDCG VEB positivo. Por su parte, los dos casos
combinados EZB/MYC, igualmente GCB, fueron clasificados como linfoma B de alto grado
doble 4it, al poseer reordenamientos de c-MYC y BCL2.

Caracterizacion de los niveles de expresion inmunohistoquimica de P-STAT3

La cuantificacion visual resultd valorable en un total de 198 casos (90%, 198/212). En
los casos analizados sobre TMA, se cuantificoé por duplicado, en dos muestras cilindricas
diferentes, y se hall6 la media de ambos valores, obteniendo finalmente una mediana de
porcentaje de expresion del 10% con un minimo del 0% y un méaximo del 90%.

En la Figura 17 se muestran microfotografias de la tincion inmunohistoquimica para P-
STAT3, donde se pueden apreciar distintos niveles de expresion, de los casos de LBDCG. La
Tabla 10 resume los hallazgos en la serie de linfomas.
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Figura 17. Expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 (40x), en porcentajes var:
A, B, C y D) Casos de linfoma B difuso de célula grande (LBDCG NOS) con expresion inmunohistoquimica de
P-STAT3 en células tumorales en porcentajes que varian entre menos del 10% y el 10%, y subtipo genético ST2;
en el caso C el subtipo es combinado ST2/EZB. E) LBDCG NOS EZB con nivel de expresion del 10%. F) Linfoma
plasmabléstico (PBL, por sus siglas en inglés) con positividad para HHV-8 y expresion de P-STAT3 del 30%. G)
LBDCG NOS, ST2/BN2 que muestra una positividad nuclear en las células tumorales de alrededor del 50%. H, I
y J) Todos ellos LBDCG NOS con subtipos genéticos diferentes combinados de ST2, respectivamente serian
ST2/EZB, ST2/BN2/MCD y ST2/BN2. Los porcentajes de positividad de P-STAT3 se situarian entre el 80-90%.
K y L) PBL negativo y positivo para VEB, respectivamente, con expresion del 10% de P-STAT3. M) LBDCG
NOS subtipo genético Other con un 30% de positividad para P-STAT3. N) LBDCG subtipo genético Other con un
60% de expresion de P-STAT3. O y P) LBDCG VEB positivo y LBDCG HHV-8 positivo con un 70% de expresion.
Q y R) Los porcentajes de positividad en estos casos se sitiian alrededor del 70%, se corresponden con LBDCG
NOS subtipo genético MCD y linfoma B de alto grado (LBAG NOS) subtipo genético Other. Por ultimo, Sy T)
Son casos de LBDCG NOS subtipo genético Other, con una expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 de
alrededor del 80-90%.
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Tabla 10. Resumen de las caracteristicas de la serie de linfomas

Edad

Sexo (mujeres/hombres)
Diagnostico
Linfoma B difuso de célula grande NOS
Linfoma plasmablastico
Linfoma B difuso de célula grande VEB +
Linfoma B de alto grado NOS
Linfoma B difuso de célula grande DH (¢c-MYC & BCL2)
Linfoma B de alto grado DH (¢c-MYC & BCL2)
Linfoma mediastinico primario de células B grandes
Linfoma B difuso de célula grande NOS HHVS +

Linfoma B de célula grande rico en células T e histiocitos

Linfoma cutaneo primario B difuso de célula grande-tipo pierna

Linfoma B folicular
Linfoma de Burkitt

Fenotipo célula de origen (HANS)
GCB
NO-GCB

Mutacion MYD88pL265P (PCR-AE)
Mutado

Wild-type

Subtipos genéticos
ST2

EZB

BN2

MCD

ST2/EZB

EZB/MYC

ST2/BN2

ST2/BN2/MCD

ST2/EZB/MCD

ST2/EZB/BN2/MCD

Other
Expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 (Total valorables: 198/212)
Cuantificacion semicuantitativa (n=198)
Cuantificacion automatica (QuPath)

Subgrupo ST2 (n=20)

Subgrupo Other (n=20)

Subgrupo EZB (n=8)

Subgrupo BN2 (n=5)
Subgrupo MCD (n=3)

61 (26-96) *
16 (35%) /30 (65%) ®
N.° total de pacientes: 212
146 (69%)
18 (8%)
15 (6%)
8 (4%)
7 (3%)
3 (2%)
3(2%)
2 (1%)
2 (1%)
1(0,5%)
6 (3%)
1(0,5%)
Total valorables: 175/212
112 (64%)
63 (36%)
Total valorados: 44/212
8/44 (18%)
NO-GCB 8/8 (100%)

36/44 (82%)
GCB 24/36 (67%) / NO-GCB 11/36 (31%)

Total valorados: 70/212

9/70 (13%)

GCB 6/9 (67%) / NO-GCB 3/9 (33%)

6/70 (9%) ©

GCB 4/6 (67%) / NO-GCB 1/6 (17%)

5/70 (7%)

GCB 1/5 (20%) / NO-GCB 4/5 (80%)

3/70 (4%) ©

NO GCB 2/3 (67%)

6/70 (9%) ©

GCB 4/6 (67%) / NO-GCB 1/6 (17%)

2/70 (3%)

GCB 2/2 (100%)

2/70 (3%)

NO GCB 2/2 (100%)

1/70 (1%)

NO GCB 1/1 (100%)

1/70 (1%)

GCB 1/1 (100%)

1/70 (1%)

NO-GCB 1/1 (100%)

34/70 (49%) ¢

GCB 14/34 (41%) / NO-GCB 15/34 (44%)
Mediana (minimo-maximo)

10% (0-90%)

7,70% (0,35-90,03%)
17,42% (0,05-85,16%)
13,68% (1,74-42,25%)
2,50% (1,26-6,50%)
6,18% (5,78-54,15%)

*Edad promedio, minima y maxima calculada sobre los 87 pacientes de los que se dispone de dato. ® Porcentaje calculado sobre los 46
pacientes de los que se dispone de dato. ¢ No se dispone del dato de fenotipo de célula de origen en todos los casos, es por ello por lo que la

suma de GCB y no-GCB no coincide con el total.
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Realizando un desglose de la expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 por entidades
diagnosticas (Tabla 11) y considerando como casos positivos aquellos con una expresiéon mayor
del 10%, se obtuvieron los siguientes resultados:

- Delos 146 casos con diagnostico de LBDCG NOS Ia tincion resulto valorable en 138
casos. La THQ resultd positiva en un 51% de los casos. La mediana de expresion,
mediante cuantificacion visual, fue del 10%.

- Respecto a los 10 casos que presentaron reordenamiento de ¢-MYC y BCL2,
(LBDCG/alto grado doble hif) globalmente presentaron resultados similares al
LBDCG NOS, con un 50% de casos positivos.

- Los ocho casos diagnosticados de LBDCG de alto grado NOS presentaron una
mediana de expresion del 10% y el 63% de los casos fue considerado positivo.

- En cuanto a los casos de linfoma plasmablastico, ocho de los 18 casos fueron
positivos (44%). En 15 de los 18 casos se realizo estudio de la presencia de infeccion
por VEB, resultando ocho de ellos positivos. De esos ocho casos, cinco (63%)
presentaron sobreexpresion de P-STAT3. Respecto a los siete casos negativos para
VEB, en dos de ellos la tincion para P-STAT3 no resulté valorable, en otros dos
resultd positiva y en los tres restantes negativa. Al comparar los resultados de la
expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 en este grupo de casos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p 0,24) entre plasmablasticos VEB
positivos y VEB negativos.

- Los casos con mayor porcentaje de células tumorales positivas para P-STAT3 fueron,
ademas de las muestras con morfologia de alto grado, aquellos relacionados con
infeccion viral, ya sea por VEB o HHV-8. En cuanto al LBDCG VEB positivo,
presentaron sobreexpresion nueve de 15 casos (60%). Por su parte, los dos linfomas
asociados con infeccion por HHV-8 presentaron un porcentaje de expresion del 90%
y 70%.

- En este sentido, un 64% (16/25 casos) de la totalidad de los linfomas asociados a
infeccion viral (VEB o HHV-8) y un 55% (86/161 casos) de todos los linfomas sin
enfermedad virica concominante, presentaron expresion de P-STAT3. Sin embargo,
dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (Chi cuadrado, p 0,32).

Tabla 11. Estudio inmunohistoquimico P-STAT3 por entidades diagnosticas de LBDCG
N° casos positivos (>10%)

Linfoma B difuso de célula grande NOS 74/146 (51%)
Linfoma B de alto grado NOS 5/8 (63%)
Linfoma B difuso de célula grande/de alto grado DH (c-MYC & BCL2) 5/10 (50%)
Linfoma plasmablastico 8/18 (44%)

VEB positivo 5/8 (63%)

VEB negativo 2/7 (29%)
Linfoma B difuso de célula grande VEB + 9/15 (60%)
Linfoma B difuso de célula grande NOS HHVS + 2/2 (100%)
Linfomas asociados a infeccion viral 16/25 (64%)

Por otro lado, se contrastaron los resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquimico
de P-STAT3 en los 112 casos con fenotipo por célula de origen GCB y 63 con fenotipo no-GCB.
De los 112 casos GCB, el estudio fue valorable en 105 muestras, por su parte de los 63 casos no-
GCB se pudieron valorar 61 pacientes. El nimero de casos con fenotipo GCB y considerados
positivos para P-STAT3 fue de 55 (52%). Por su parte, 38 (62%) de los casos con fenotipo no-
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GCB mostraron sobreexpresion de P-STAT3 (Tabla 12). Las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p 0,088).

La cuantificacion automatica se realizd mediante el sofiware QuPath, calculando el
porcentaje de células tumorales positivas respecto al total de células tumorales sobre secciones
completas de TMA y por duplicado o sobre secciones equivalentes en muestras de mayor tamafio.
Esta se efectud en un total de 56 casos seleccionados a partir de los 70 casos clasificados por
subtipo genético, 20 casos Other, 20 casos ST2, ocho EZB, cinco BN2 y tres MCD.

La mediana, valor minimo y valor méaximo por subgrupo genético se expresa a
continuacion:

- Other: 17,42% (0,05-85,16%).

- EZB y combinados de EZB: 13,68% (1,74-42,25%)).
- ST2 y combinados de ST2: 7,70% (0,35-90,03%).

- MCD: 6,18% (5,78-54,15%).

- BN2:2,50% (1,26-6,50%).

Las diferencias en los niveles de expresion de P-STAT3 entre subtipos genéticos fueron
no significativas, excepto para el subtipo BN2 que mostro una expresion significativa reducida
en comparacion con el resto de los subtipos moleculares (p < 0.001).

En conclusioén, la expresion de P-STAT3 es relativamente homogénea entre subtipos
moleculares de LBDCG y diferentes fenotipos segiin la célula de origen. El subtipo BN2, sin
embargo, no presenta expresion significativa de P-STAT3, sugiriendo ausencia de activacion de
la via JAK/STAT?3 en esta entidad molecular (Figura 18).

OTHER iT2 BNZ EZR MCD

Figura 18. Grafico comparativo de los niveles de expresion de P-STAT3 segun subtipo genético.
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Ademas, se realizd una comparacion de los niveles de expresion de P-STAT3 entre los
casos con mutacion en el MYD88 (MYDS88pL265P) y los casos wild type. Asi, se vio que la
mediana de expresion era mayor cuando existia la mutacion, siendo de un 45% en los casos
mutados y de un 10% en los no mutados, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p > 0,5) (Figura 19, Tabla 12).

OMUT OWT

Figura 19. Grafico comparativo de los porcentajes de expresion de P-STAT3 en casos con la mutacion
MYDS88pL265P (MUT) y wild type (WT).

Tabla 12. Estudio inmunohistoquimico P-STAT3 segiin el estado mutacional de MYDS88
y el fenotipo célula de origen

N° casos positivos (>10%)
Estado mutacional de MYD88

MYD88pL265P 5/8 (63%)
Mediana (minimo-mdximo) 45% (0-90%)
MYDS88 wild type 22/36 (61%)
Mediana (minimo-mdximo) 10% (0-90%)
Fenotipo célula de origen

GCB 55/105 (52%)
no-GCB 38/61 (62%)
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DISCUSION







6. Discusion

6.1 Caracterizacion histopatolégica de la enfermedad de Castleman

Nuestro conocimiento acerca de la EC ha evolucionado en los ultimos tiempos. Asi, en
un principio se definia desde el punto de vista histopatologico (Keller et al., 1972) y actualmente
se entiende como un patréon morfologico de afectacion de los ganglios linfaticos asociado a
diferentes entidades patoldgicas, que incluyen la ECU, la ECM-HHV8, ECM-NCP/POEMS o
enfermedades autoinmunes con caracteristicas de EC. Ademas, gracias al desarrollo de criterios
de consenso para el diagnostico, se reconoce la ECMi. (Fajgenbaum et al., 2017a)

En la definicion y el diagnostico de la EC son fundamentales las caracteristicas
histopatologicas en las biopsias de ganglio linfatico. (Oksenhendler et al., 2013)

En el presente trabajo hemos aplicado los criterios histopatologicos recomendados para
el diagnostico de la ECMi en una serie de casos con EC, definidos de acuerdo con las
caracteristicas histoldgicas y clasificados en entidades concretas tras una adecuada correlacion
clinico-patologica.

De este modo, encontramos que la ECU, la ECM-HHVS y la ECM-NCP/POEMS
constituyen los imitadores més frecuentes de la ECMi. Teniendo en cuenta las caracteristicas
histopatolédgicas la hiperplasia de centros germinales fue un hallazgo relativamente caracteristico
de la ECMi vy, por lo tanto, puede sugerir su diagndstico, en contraste con otras entidades de EC
plasmocelular.

Otras caracteristicas histopatologicas también pueden ayudar en el diagnostico
diferencial, al ser prominentes en entidades especificas. Es asi como la proliferacion de CDF fue
una caracteristica constante en la ECU y ademas se present6 en grados significativamente mas
altos que en el resto de las entidades. La proliferacion de CDF no es exclusiva de los centros
germinales, sino que puede afectar igualmente a la region interfolicular y su asociacién con
esclerosis es especifica de ECU. Es preciso destacar que en la mayoria de los casos de ECU se
visualizaron zonas del manto con células dispuestas en capas de cebolla (onion skin), regresion
de centros germinales y proliferacion e hialinizacion de la vasculatura.

Aunque para este estudio excluimos los casos con tumor/sarcoma de CDF concurrente,
es importante destacar que estos casos pueden presentar atipia de CDF y por tanto cumplir los
criterios diagnodsticos de tumor/sarcoma de CDF. Este patréon con hiperplasia prominente de
células accesorias en la region interfolicular, se ha definido como variante rica en estroma (Danon
etal, 1993) y puede ser consecuencia de una proliferacion anormal de células dendriticas
foliculares, conduciendo en algunos casos a una neoplasia franca. (Lin & Frizzera, 1997, Piris
et al., 2018) Recientemente se ha sugerido que mutaciones somaticas en PDGFRB N666S pueden
tener un papel patogénico en el desarrollo de esta neoplasia. Estas mutaciones han sido descritas
en una fraccion significativa de casos ECU-HV (17%) y se ha demostrado su restriccion a células
estromales, en linea con la creencia de que las células dendriticas foliculares neoplasicas son la
base para el desarrollo de la ECU. (Z. Li et al., 2019)

Los casos de ECM-HHVS8 presentaron grados significativamente elevados de
hipervascularizacion respecto a otros subtipos de EC (p < 0,05). Sin embargo, la hiperplasia de
centros germinales se mostrd casi ausente, a diferencia de la plasmacitosis y la regresion de
centros germinales que igualmente fueron caracteristicas prominentes.

En todos los casos diagnosticados de ECM-HHVS se demostrd la existencia del virus
HHV-8 en las muestras de ganglio linfatico mediante estudio inmunohistoquimico contra el
antigeno LANA-1. Asimismo, otros requerimientos para establecer el diagnostico de ECM-
HHVS son la existencia de enfermedad multicéntrica y la positividad para IgM con restriccion de
cadenas ligeras lambda en plasmablastos o células plasmocitoides. El diagnostico diferencial en
estos casos debe incluir la hiperplasia ganglionar HHV-8 positiva, dado que puede tener
implicaciones clinicas. (Gonzalez-Farre et al., 2017)
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Adicionalmente, excepto en uno de los casos, en todos los demas pacientes con ECM-
HHVS se confirmé la infeccidon por VIH. Ademads, uno de los casos estaba asociado con trasplante
de 6rgano solido. Por este motivo, se ha sugerido la necesidad de hacer screening y monitorizacion
de la infeccion por HHV-8 en pacientes con trasplante de organo so6lido y por tanto bajo
tratamiento inmunosupresor, (Vijgen et al., 2016) dado que esta asociacion tiene un prondstico
fatal. (Pellett Madan et al., 2019)

Por otra parte, en un nimero considerable de los casos de EC plasmocelular, encontramos
asociacion con NCP. En este aspecto, es importante conocer que la EC forma parte de los criterios
mayores para el diagnostico del sindrome de POEMS. (Dispenzieri, 2021)

Los seis casos de ECM-NCP/POEMS, tres ellos con un patrén rico en plasmaticas y otros
tres con un patron hipervascular, se caracterizaron por presentar unos centros germinales
regresivos y proliferacion de células plasmaticas.

Respecto a los casos de ECMi, estos se caracterizaron por presentar hiperplasia de centros
germinales, ademas de plasmacitosis. Algunos casos presentaron patrones mixtos con hiperplasia
y regresion de centros germinales, asi como dilatacion sinusoidal.

Se han descrito casos con una histopatologia equivalente, que incluyen poblaciones de
células plasmdticas dispuestas en laminas y centros germinales hiperplasicos, como
linfadenopatias plasmaciticas idiopaticas. (Nishikori et al., 2022; Takeuchi, 2022; Wang et al.,
2016) Actualmente, esta entidad se considera parte del espectro de ECMi-NOS, aunque algunas
caracteristicas clinicas y de laboratorio, como su curso indolente, la apariciéon menos frecuente de
derrame pleural o ascitis, la hipergammablobulinemia o la trombocitosis, pueden en un futuro
hacer que se clasifiquen aparte. (Nishikori et al., 2022, Takeuchi, 2022)

Asi, para el diagnéstico de ECMi deben excluirse la ECM-HHVS8, mediante
inmunohistoquimica contra LANA-1, y la existencia de una poblacién monotipica de células
plasmaticas que sugiera una NCP/POEMS subyacente. Ademas, morfologicamente estas dos
ultimas entidades poseen centros germinales regresivos a diferencia de la ECMi.

En nuestra serie, un caso de linfadenopatia relacionada con LES mostr6 caracteristicas
histopatologicas indistinguibles de la ECMi. Se sabe que el 15% de los pacientes con
linfadenopatias asociadas a LES pueden presentar hallazgos similares a EC en la biopsia
ganglionar, a pesar de que lo caracteristico es encontrar areas de necrosis junto a hiperplasia de
centros germinales. (Kojima et al., 2007)

En este sentido y conforme a los criterios de consenso, el LES y otras enfermedades
autoinmunes, tales como la artritis reumatoide, la enfermedad de Still de inicio en la edad adulta
y la artritis idiopatica juvenil, pueden presentar solapamiento clinico y patolégico con la ECMi
por lo que deben ser incluidos en el diagnoéstico diferencial. (Fajgenbaum et al., 2017a)

Ademas, en dicho diagnostico diferencial igualmente ha de considerarse la enfermedad
asociada a IgG4; que posee unos criterios histopatologicos e inmunofenotipicos definidos, ademas
de dos patrones morfologicos diferenciados en la biopsia ganglionar, con expansion intrafolicular
o interfolicular por una poblacion de células plasmaticas. Asimismo, se pueden observan centros
germinales progresivamente transformados. (Sato et al., 2012)

En relacidn con esto, es bien conocido que la ECMi puede presentar un incremento sutil
de células IgG4 positivas. Sin embargo, en nuestra serie tan solo el 22% de los casos analizados
mostré un ligero aumento de células plasmaticas IgG4, correspondiente uno de ellos con el
diagnostico de ECMi. Es importante destacar que ninguno de los casos cumplid con los criterios
diagnosticos de la enfermedad relacionada con 1gG4, consistentes en la aparicion de mas de 100
células plasmaticas politipicas IgG4 o una ratio aumentada de 1gG4/1gG. (Deshpande et al., 2012)
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6.2 Identificacion de células plasmaticas clonales en la enfermedad de
Castleman asociada a neoplasia de células plasmaticas y sindrome
POEMS

Realizamos una descripcion de los patrones histopatoldgicos en biopsias de ganglio
linfatico de seis pacientes con diagnostico clinico de neoplasia de células plasmaticas/mieloma
multiple o sindrome POEMS.

Se encontraron caracteristicas similares a la enfermedad de Castleman consistentes en
ambos patrones, plasmocelular e hipervascular, anteriormente hialino-vascular. En dos de los seis
casos, se identificaron sabanas de células plasmaticas con restriccion de cadenas ligeras.

Por otro lado, mediante el analisis de clonalidad linfoide B se demostro la existencia de
una poblacion clonal de células plasmaticas en tres casos adicionales, de tal modo que este estudio
aumento la sensibilidad para la deteccion de dichas poblaciones en casos sin células plasmaticas
monotipicas morfoldgicamente identificables.

La observacion histopatoldgica detallada de los patrones de infiltracion de las células
plasmaticas y la presencia de atipia citolégica pueden sugerir la existencia de poblaciones
monotipicas, hecho que se confirma con el uso de un panel ampliado de anticuerpos para
demostrar los patrones de expresion de cadenas ligeras y pesadas.

En la mayoria de los casos aqui analizados se encontré una expansion significativa del
area paracortical por células plasmaticas, tres casos mostraron plasmocitosis de alto grado (Grado
3) y dos de esos casos combinaron atipia citolégica con laminas de células plasmaticas
monotipicas. Ambos casos mostraron restriccion de cadena ligera lambda, un caso con restriccion
IgAy el otro con expresion de IgG.

Se ha descrito que la restriccion de cadena ligera lambda es un hallazgo frecuente en el
sindrome de POEMS asociado a cambios tipo enfermedad de Castleman y en la correspondiente
neoplasia en la médula 6sea (Dispenzieri, 2019), mientras que son raros los casos con restriccion
kappa. (Tkeda et al., 2019)

Es importante sefialar que la CMF en las muestras de ganglio linfatico, cuando esta
disponible, también puede facilitar la identificacion de dichas poblaciones monotipicas de células
plasmaticas en aquellos casos con una afectacion morfologicamente sutil. La aplicacion del
analisis de clonalidad de Ig a los casos con caracteristicas histopatologicas de EC, ha sido utilizada
en informes recientes coincidiendo en su utilidad para identificar una poblacion clonal
concomitante, ya sea gammapatia monoclonal o linfoma de células B. (Pelliccia et al., 2024)

Es de destacar que los casos que cumplian criterios de ECMi carecian de una poblacion
monotipica en el estudio inmunohistoquimico. Ademas, todos ellos mostraron, en el area
paracortical y alrededor de los sinusoides, células plasmaticas de predominio IgG.

La médula 6sea se vio afectada por la existencia de una poblacion de células plasmaticas
clonales en tres de los seis casos de ECM-NCP/POEMS con muestra disponible. En los tres casos,
se identifico dicha poblacion tanto por CMF como por IHQ. Sin embargo, el porcentaje de células
plasmaticas clonales por CMF fue menor del 2% (rango 0,04-1,16%). Uno de los casos mostro
un infiltrado linfoplasmocitoide con células clonales IgA y tres casos presentaron la habitual
hiperplasia megacariocitica ya descrita en el sindrome POEMS.

Aunque la mayoria de los pacientes con sindrome POEMS presentan una poblacion clonal
de células plasmaticas identificable en la biopsia de médula 6sea, la cantidad suele ser baja por lo
que la CMF puede mejorar la deteccion en estos casos. (Tkeda et al., 2019)

El analisis de clonalidad linfoide B nos permiti6 identificar tres casos adicionales en los
que el analisis morfologico y de inmunohistoquimica no pudo demostrar la existencia de una
poblacion de células plasmaticas neoplasicas. En dos de estos tres casos, la biopsia de médula
osea disponible confirmo la presencia de neoplasia clonal de células plasmaticas, ya sea por IHQ
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o CMF. El otro caso mostr6 componente [gG lambda M en el suero y otras caracteristicas clinicas
de neoplasia de células plasmaticas/amiloidosis AL.

Respecto al unico caso en el cual no se identifico una poblacion de células plasmaticas
clonales, ni en la biopsia de ganglio linfatico ni en la de médula dsea, este podria mostrar
caracteristicas clinicas de la EC variante de sindrome POEMS, pero sin proteina monoclonal
identificable. (Dispenzieri, 2019; Dispenzieri et al., 2012) En pacientes con polineuropatia,
enfermedad de Castleman multicéntrica y otras caracteristicas paraneoplasicas consistentes con
el sindrome POEMS, pero sin proteina monoclonal identificable, los criterios diagnosticos
actualizados sugieren su clasificacion como variante de enfermedad de Castleman del sindrome
POEMS. En contraste con la variante de mieloma osteoesclerdtico del POEMS, en la cual el
VEGEF es la citoquina més elevada, en la EC la IL-6 es la citoquina dominante. Los pacientes con
EC a menudo tienen una hipergammaglobulinemia policlonal intensa. (Dispenzieri, 2019)

En resumen, en los casos con caracteristicas tipo EC en biopsia de ganglio linfatico, una
evaluacion morfologica detallada junto a marcadores inmunohistoquimicos para la identificacion
de restriccion de cadenas ligeras o pesadas puede ayudar en el diagnostico de ECM-NCP/POEMS.

El analisis de clonalidad linfoide B proporciona resultados positivos en hasta el 84% de
estos casos. Con el fin de verificar una discrasia de células plasmaticas subyacente, se recomienda
el examen histologico de la médula 6sea, idealmente junto con CMF multiparamétrica, estudio
inmunohistoquimico e inmunoelectroforesis sérica.

6.3 Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con la
activacion de JAK/STAT en linfadenitis virales/inmunes y linfomas B
difusos de célula grande

Los resultados de nuestra serie mostraron sobreexpresion inmunohistoquimica franca de
P-STAT3 en ECM-HHVS en comparacion con ECMi y linfadenitis virales.

Esta sobreexpresion inmunohistoquimica puede explicarse debido a la induccion de
citoquinas en la enfermedad de Castleman, que hace que se altere la via de sefializacion
JAK/STAT y que puede estar presente tanto en la ECMi como en la ECM-HHVS.

Sin embargo, la ECM-HHV8 tiende a tener una activacion més directa y constante de la
via, debido a la presencia de vIL-6 y otras citoquinas inducidas por el virus. Ademas, la activacion
de STAT3 es un sello distintivo debido a la accién de esta citoquina, expresada en niveles
elevados en los plasmablastos que rodean los foliculos linfoides en la ECM-HHVS8. (Neipel et al.,
1997; Polizzotto et al., 2013, Staskus et al., 1999, Xiang et al., 2022)

Otro punto es la confirmacion de una mayor expresion de P-STAT3 en linfomas asociados
a infeccion viral, LBDCG HHV-8 positivos y VEB positivos. Igualmente, los casos de linfoma B
de alto grado NOS mostraron sobreexpresion de P-STAT3 en un porcentaje similar a los casos de
LBDCG VEB positivo.

En este contexto también se ha descrito la activacién de la via JAK/STAT en LBDCG
VEB positivos (Luo et al., 2021), en neoplasias de células linfoides T y natural-killer (NK)
(Ohgami et al., 2014, Seffens et al., 2019) y en la enfermedad de Castleman. (Sumiyoshi et al.,
2022) Esta activacion puede promover la proliferacion celular, la supervivencia y la resistencia a
la apoptosis.

En los linfomas positivos para el virus de Epstein-Barr, la via JAK/STAT puede activarse
através la expresion de la proteina viral LMP1 (Latent Membrane Protein 1). LMP1 puede activar
directamente la via JAK/STAT al interactuar con proteinas adaptadoras como TRAFs (factores
asociados al receptor de TNF) y activar la quinasa JAK3, lo que lleva a la fosforilacion de STATS.
Otros mecanismos de activacion de la via JAK/STAT en estos linfomas pueden incluir la
sobreexpresion de citoquinas, como IL-10, IL-6 0 IL-21. (Luo et al., 2021)
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Teniendo en cuenta la evidencia previa de la asociacion de mutaciones en el dominio SH2
de STAT3 y la sobreexpresion de la proteina STAT3 fosforilada (Garcia-Reyero et al., 2020), asi
como de la sobreexpresion de la via JAK/STAT3 en linfomas plasmablasticos demostrada
mediante analisis de expresion de ARNm (Liu et al., 2020), nos propusimos investigar si la
expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 se asociaba con algin fenotipo especifico y/o subtipo
genético de LBDCG NOS.

Considerando la clasificacién por fenotipo de célula de origen y la expresion de P-STAT3,
en nuestra serie, como en otros estudios, este analisis reveld que los casos clasificados como no-
GCB obtuvieron mayores porcentajes de expresion, aunque en nuestro analisis las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. (Hardee et al., 2013; Kwon et al., 2018; Lam et al., 2008,
Oketal, 2014)

Este hecho se ha intentado explicar en otras series debido a la baja expresion de BCL6
por parte de los linfomas no-GCB, que acta como inhibidor de la via JAK/STAT. Como
resultado, la activacion de la via JAK/STAT en estos linfomas puede contribuir a su peor
prondstico, promoviendo la proliferacion celular, la angiogénesis, y la evasion de la apoptosis y
contribuyendo a un comportamiento mas agresivo del linfoma. De hecho, se ha observado que
los pacientes con LBDCG positivos para P-STAT3 poseen un prondstico clinico mas desfavorable
(Kwon et al., 2018, Ok et al., 2014)

Ademas, la mayor parte de los linfomas clasificados como no-GCB mediante algoritmos
basados en marcadores inmunohistoquimicos se corresponden con linfomas ABC y como
sabemos la via de sefializacion JAK/STAT se activa mediante la produccion autocrina de IL-6 e
IL-10 como resultado de mutaciones en MYD88, caracteristica de los LBDCG con subtipo
genético MCD y de los LBDCG ABC. (Chen et al., 2022; Zhu et al., 2019)

En nuestra serie se observé una tendencia no significativa en este sentido, con mayor
expresion de P-STAT3 en casos con MY D88L265P.

Ademas, en la literatura se recogen hallazgos de sobreexpresion de P-STAT3 en distintas
entidades de LBDCG, asi como en otras neoplasias malignas de células B. Algunos estudios
describen la asociacion entre la morfologia de alto grado y la existencia de sobreexpresion de
STATS3, que resulta en mayor anaplasia, proliferacion y supervivencia celular (Chiarle et al.,
2008, Ok et al., 2014) También se ha definido su asociacion con un estadio avanzado, multiples
sitios extraganglionares de afectacion, subtipo similar a célula B activada (ABC), expresion de
CD30, expresion de MYC y expresion de MYC/BCL2. (Ok et al., 2014)

En relacion con la expresion inmunohistoquimica de P-STAT3 y los distintos subtipos
genéticos, los casos con genotipo Other, MCD, ST2 y combinados de ST2 y EZB y combinados
de EZB mostraron una expresion homogénea de la proteina.

De forma llamativa los casos con subtipo genético BN2 carecen de sobreexpresion de P-
STAT3 en comparacion con el resto de los subtipos genéticos, lo cual indica que la via JAK/STAT
no se encuentra activa en los casos con esta firma genética.

Estos tumores poseen otras alteraciones y mecanismos, distintos de la via JAK/STAT, que
ayudan a su supervivencia, como mutaciones activadoras de NOTCH2 o que implican a la via
NF-kB. Ademas, la mayoria poseen alteraciones en el gen BCL6, el cual esta sobreexpresado o
activado. (Wright et al., 2020) Este hecho podria inhibir la activacion de STAT3, lo que explica
por qué no se observa sobreexpresion de P-STAT3 en los casos con genotipo BN2.

De este modo, los hallazgos sugieren que existen varios mecanismos que pueden conducir
a la sobreexpresion de P-STAT3 en los diferentes subtipos genéticos, sean mutaciones puntuales
en la via JAK/STAT o mutaciones activantes en MYD88 (i.e. MYD88L265P), asi como
sefializacion mediante interleucinas derivada de las interacciones con el microambiente tumoral,
la alteracion del gen PDL-1 (Kwon et al., 2018) o la inhibicion de SOCS-1.
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7. Conclusiones

1.

La gradacion de las caracteristicas histopatologicas puede ser de utilidad para discriminar
la Enfermedad de Castleman Multicéntrica idiopatica de sus principales imitadores.

El estudio de clonalidad linfoide B aumenta la sensibilidad para la deteccion de células
plasmaticas clonales en los casos con neoplasia de células plasmaticas o sindrome
POEMS asociado a enfermedad de Castleman.

La sobreexpresion inmunohistoquimica de P-STAT3 podria servir como marcador
subrogado de la activacion multifactorial de JAK/STAT, con potenciales implicaciones
terapéuticas.

91






BIBLIOGRAFIA







8. Bibliografia

Agashe, R. P., Lippman, S. M., & Kurzrock, R. (2022). JAK: Not Just Another Kinase. Molecular
cancer therapeutics, 21(12), 1757-1764. https://doi.org/10.1158/1535-7163. MCT-22-
0323

Aguilera, N., & Auerbach, A. (2018). Epstein-Barr Virus (EBV) associated reactive and
indeterminate lymphoid proliferations in the lymph node. Seminars in Diagnostic
Pathology, 35(1), 54-60. https://doi.org/10.1053/j.semdp.2017.11.005

Anagnostopoulos I, Medeiros LJ, Klapper W, de Jong D, Miles RR, Lenz G, Asano N, Chapman
JR, & Steidl C. (2024). B-cell lymphoid proliferations. Mature B-cell neoplasms. Large
B-cell lymphomas. EBV positive diffuse large B-CELL lymphoma. En WHO
clasifications of Tumours (5th ed.). https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Behjati, S., & Tarpey, P. S. (2013). What is next generation sequencing? Archives of Disease in
Childhood. Education and Practice Edition, 98(6), 236-238.
https://doi.org/10.1136/archdischild-2013-304340

Carbone, A., Borok, M., Damania, B., Gloghini, A., Polizzotto, M. N., Jayanthan, R. K.,
Fajgenbaum, D. C., & Bower, M. (2021). Castleman disease. Nature Reviews. Disease
Primers, 7(1), 84. https://doi.org/10.1038/s41572-021-00317-7

Castleman B, Iverson L, & Menendez VP. (1956). Localized mediastinal lymph-node hyperplasia
resembling thymoma. 9(4), 822-830. https://doi.org/10.1002/1097-
0142(195607/08)9:4<822::aid-cncr2820090430>3.0.co;2-4

Chadburn A, Cesarman E, Elenitoba-Johnson K, Natkunam Y, Fajgenbaum DC, Bower M, Iwaki
N, Meignin V, & van Rhee F. (2024). B-cell lymphoid proliferations and lymphomas.
Tumor-like lesions with B-cell predominance. KSHV/HHV8-associated multicentric
Castleman disease. En  WHO clasifications of  Tumours (5th  ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Chadburn A, Medeiros JF, Cesarman E, Elenitoba-Johnson K, Natkunam Y, Fajgenbaum DC,

Bower M, Iwaki N, Meignin V, & van Rhee F. (2024a). B-cell lymphoid proliferations

95



and lymphomas. Tumor-like lesions with B-cell predominance. Idiopathic multicentric
Castleman disease. En  WHO  clasifications of  Tumours (5th  ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Chadburn A, Medeiros JF, Cesarman E, Elenitoba-Johnson K, Natkunam Y, Fajgenbaum DC,
Bower M, Iwaki N, Meignin V, & van Rhee F. (2024b). B-cell lymphoid proliferations
and lymphomas. Tumor-like lesions with B-cell predominance. Unicentric Castleman
disease. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Chadburn, A., Said, J., Gratzinger, D., Chan, J. K. C., de Jong, D., Jaffe, E. S., Natkunam, Y., &
Goodlad, J. R. (2017). HHV8/KSHV-Positive Lymphoproliferative Disorders and the
Spectrum of Plasmablastic and Plasma Cell Neoplasms. American Journal of Clinical
Pathology, 147(2), 171-187. https://doi.org/10.1093/ajcp/aqw218

Chapman, J. R., Bouska, A. C., Zhang, W., Alderuccio, J. P., Lossos, I. S., Rimsza, L. M., Maguire,
A., Yi, S., Chan, W. C., Vega, F., & Song, J. Y. (2021). EBV-positive HIV-associated
diffuse large B cell lymphomas are characterized by JAK/STAT (STAT3) pathway
mutations and unique clinicopathologic features. British Journal of Haematology, 194(5),
870-878. https://doi.org/10.1111/bjh.17708

Chen, R., Zhou, D., Wang, L., Zhu, L., & Ye, X. (2022). MYDS88L265P and CD79B double
mutations type (MCD type) of diffuse large B-cell lymphoma: Mechanism, clinical
characteristics, and targeted therapy. Therapeutic Advances in Hematology, 13,
20406207211072839. https://doi.org/10.1177/20406207211072839

Cheng, E. H.-Y., Nicholas, J., Bellows, D. S., Hayward, G. S., Guo, H.-G., Reitz, M. S., &
Hardwick, J. M. (1997). A Bcl-2 homolog encoded by Kaposi sarcoma-associated virus,
human herpesvirus 8, inhibits apoptosis but does not heterodimerize with Bax or Bak.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 94(2),

690-694.

96



Chiarle, R., Voena, C., Ambrogio, C., Piva, R., & Inghirami, G. (2008). The anaplastic lymphoma
kinase in the pathogenesis of cancer. Nature Reviews. Cancer, 8(1), 11-23.
https://doi.org/10.1038/nrc2291

Cunningham, A. M., & Harrington, A. M. (2019). Ancillary Studies in the Diagnostic Evaluation
of Large B-Cell Lymphoma. Archives of Pathology & Laboratory Medicine, 143(12),
1464-1471. https://doi.org/10.5858/arpa.2019-0331-RA

Danon, A. D., Krishnan, J., & Frizzera, G. (1993). Morpho-immunophenotypic diversity of
Castleman’s disease, hyaline-vascular type: With emphasis on a stroma-rich variant and
a new pathogenetic hypothesis. Virchows Archiv. A, Pathological Anatomy and
Histopathology, 423(5), 369-382. https://doi.org/10.1007/BF01607150

Dao, L. N., Hanson, C. A., Dispenzieri, A., Morice, W. G., Kurtin, P. J., & Hoyer, J. D. (2011).
Bone marrow histopathology in POEMS syndrome: A distinctive combination of plasma
cell, lymphoid, and myeloid findings in 87 patients. Blood, 117(24), 6438-6444.
https://doi.org/10.1182/blood-2010-11-316935

Deshpande, V., Zen, Y., Chan, J. K., Yi, E. E., Sato, Y., Yoshino, T., Kloppel, G., Heathcote, J. G.,
Khosroshahi, A., Ferry, J. A., Aalberse, R. C., Bloch, D. B., Brugge, W. R., Bateman, A.
C., Carruthers, M. N., Chari, S. T., Cheuk, W., Cornell, L. D., Castillo, C. F.-D., ... Stone,
J. H. (2012). Consensus statement on the pathology of IgG4-related disease. Modern
Pathology, 25(9), 1181-1192. https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.72

Dispenzieri, A. (2019). POEMS Syndrome: 2019 Update on diagnosis, risk-stratification, and
management. American Journal of  Hematology, 94(7), 812-827.
https://doi.org/10.1002/ajh.25495

Dispenzieri, A. (2021). POEMS syndrome: 2021 Update on diagnosis, risk-stratification, and
management. American Journal of  Hematology, 96(7), 872-888.
https://doi.org/10.1002/ajh.26240

Dispenzieri, A., Armitage, J. O., Loe, M. J., Geyer, S. M., Allred, J., Camoriano, J. K., Menke, D.

M., Weisenburger, D. D., Ristow, K., Dogan, A., & Habermann, T. M. (2012). The clinical

97



spectrum of Castleman’s disease. American Journal of Hematology, 87(11), 997-1002.
https://doi.org/10.1002/ajh.23291

Dispenzieri, A., & Fajgenbaum, D. C. (2020). Overview of Castleman disease. Blood, 135(16),
1353-1364. https://doi.org/10.1182/blood.201900093 1

Fajgenbaum, D. C., Uldrick, T. S., Bagg, A., Frank, D., Wu, D., Srkalovic, G., Simpson, D., Liu,
A. Y., Menke, D., Chandrakasan, S., Lechowicz, M. J., Wong, R. S. M., Pierson, S.,
Paessler, M., Rossi, J.-F., Ide, M., Ruth, J., Croglio, M., Suarez, A., ... Lim, M. S. (2017a).
International, evidence-based consensus diagnostic criteria for HHV-8—
negative/idiopathic multicentric Castleman disease. Blood, 129(12), 1646-1657.
https://doi.org/10.1182/blood-2016-10-746933

Fajgenbaum, D. C., Uldrick, T. S., Bagg, A., Frank, D., Wu, D., Srkalovic, G., Simpson, D., Liu,
A. Y., Menke, D., Chandrakasan, S., Lechowicz, M. J., Wong, R. S. M., Pierson, S.,
Paessler, M., Rossi, J.-F., Ide, M., Ruth, J., Croglio, M., Suarez, A., ... Lim, M. S.
(2017b). International, evidence-based consensus diagnostic criteria for HHV-8-
negative/idiopathic multicentric Castleman disease. Blood, 129(12), 1646-1657.
https://doi.org/10.1182/blood-2016-10-746933

Ferry JA. (2024). B-cell lymphoid proliferations and lymphomas. Tumor-like lesions with B-cell
predominance: Introduction. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Flendrig JA & Schillings PHM. (1969). Benign giant lymphoma. The clinical signs and symptoms
and the morphological aspects. 12, 119-120.

Garcia-Reyero, J., Magunacelaya, N. M., de Villambrosia, S. G., Loghavi, S., Mediavilla, A. G.,
Tonda, R., Beltran, S., Gut, M., Gonzalez, A. P., D’Amore, E., Visco, C., Khoury, J. D.,
& Montes-Moreno, S. (2020). Genetic lesions in MYC and STAT3 drive oncogenic
transcription factor overexpression in plasmablastic lymphoma. Haematologica, 106(4),
1120-1128. https://doi.org/10.3324/haematol.2020.251579

Gebauer, N., Kinstner, A., Ketzer, J., Witte, H. M., Rausch, T., Benes, V., Zimmermann, J.,

Gebauer, J., Merz, H., Bernard, V., Harder, L., Ratjen, K., Gesk, S., Peter, W., Busch, Y.,

98



Trojok, P., von Bubnoff, N., Biersack, H., Busch, H., & Feller, A. C. (2021). Genomic
insights into the pathogenesis of Epstein-Barr virus-associated diffuse large B-cell
lymphoma by whole-genome and targeted amplicon sequencing. Blood Cancer Journal,
11(5), 102. https://doi.org/10.1038/s41408-021-00493-5

Gonzalez-Farre, B., Martinez, D., Lopez-Guerra, M., Xipell, M., Monclus, E., Rovira, J., Garcia,
F., Lopez-Guillermo, A., Colomo, L., Campo, E., & Martinez, A. (2017). HHV8-related
lymphoid proliferations: A broad spectrum of lesions from reactive lymphoid hyperplasia
to overt lymphoma. Modern Pathology, 30(5), 745-760.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2016.233

Hardee, J., Ouyang, Z., Zhang, Y., Kundaje, A., Lacroute, P., & Snyder, M. (2013). STAT3 targets
suggest mechanisms of aggressive tumorigenesis in diffuse large B-cell lymphoma. G3
(Bethesda, Md.), 3(12), 2173-2185. https://doi.org/10.1534/g3.113.007674

Harrison, D. A. (2012). The Jak/STAT pathway. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology,
4(3), a011205. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a011205

Hoffmann, C., Hentrich, M., Tiemann, M., Rosenwald, A., Weber, F., Willenbacher, W., & Hiibel,
K. (2022). Recent Advances in Castleman Disease. Oncology Research and Treatment,
45(11), 693-704. https://doi.org/10.1159/000526640

Hu, S., Xu-Monette, Z. Y., Tzankov, A., Green, T., Wu, L., Balasubramanyam, A., Liu, W., Visco,
C., Li, Y., Miranda, R. N., Montes-Moreno, S., Dybkaer, K., Chiu, A., Orazi, A., Zu, Y.,
Bhagat, G., Richards, K. L., Hsi, E. D., Choi, W. W. L., ... Young, K. H. (2013).
MYC/BCL2 protein coexpression contributes to the inferior survival of activated B-cell
subtype of diffuse large B-cell lymphoma and demonstrates high-risk gene expression
signatures: A report from The International DLBCL Rituximab-CHOP Consortium
Program. Blood, 121(20), 4021-4031. https://doi.org/10.1182/blood-2012-10-460063

Hu, X., Li, J., Fu, M., Zhao, X., & Wang, W. (2021). The JAK/STAT signaling pathway: From
bench to clinic. Signal Transduction and Targeted Therapy, 6(1), 1-33.

https://doi.org/10.1038/s41392-021-00791-1

99



Ikeda, S., Kobayashi, T., Saito, M., Komatsuda, A., Ubukawa, K., Kameoka, Y., & Takahashi, N.
(2019). Multiparameter Flow Cytometry for the Identification of Neoplastic Plasma Cells
in POEMS Syndrome with IgG-kappa Gammopathy: Successful Treatment Using
Lenalidomide and  Dexamethasone.  Internal  Medicine,  58(23), 3461.
https://doi.org/10.2169/internalmedicine.2882-19

Keller, A. R., Hochholzer, L., & Castleman, B. (1972). Hyaline-vascular and plasma-cell types of
giant lymph node hyperplasia of the mediastinum and other locations. Cancer, 29(3),
670-683. https://doi.org/10.1002/1097-0142(197203)29:3<670::aid-
cncr2820290321>3.0.co;2-#

Kojima, M., Motoori, T., Asano, S., & Nakamura, S. (2007). Histological diversity of reactive and
atypical proliferative lymph node lesions in systemic lupus erythematosus patients.
Pathology - Research and Practice, 203(6), 423-431.
https://doi.org/10.1016/j.prp.2007.03.002

Kurz, K. S., Ott, M., Kalmbach, S., Steinlein, S., Kalla, C., Horn, H., Ott, G., & Staiger, A. M.
(2023). Large B-Cell Lymphomas in the 5th Edition of the WHO-Classification of
Haematolymphoid Neoplasms—Updated Classification and New Concepts. Cancers,
15(8), 2285. https://doi.org/10.3390/cancers15082285

Kwon, H.J., Yang, J. M., Lee, J.-O., Lee, J. S., & Paik, J. H. (2018). Clinicopathologic implication
of PD-L1 and phosphorylated STAT3 expression in diffuse large B cell lymphoma.
Journal of Translational Medicine, 16, 320. https://doi.org/10.1186/s12967-018-1689-y

Lam, L. T., Wright, G., Davis, R. E., Lenz, G., Farinha, P., Dang, L., Chan, J. W., Rosenwald, A.,
Gascoyne, R. D., & Staudt, L. M. (2008). Cooperative signaling through the signal
transducer and activator of transcription 3 and nuclear factor-{kappa}B pathways in
subtypes of diffuse large B-cell Ilymphoma. Blood, 111(7), 3701-3713.
https://doi.org/10.1182/blood-2007-09-111948

Lang, E., & van Rhee, F. (2024). Idiopathic multicentric Castleman disease: An update in
diagnosis and  treatment advances. Blood  Reviews, 64, 101161.

https://doi.org/10.1016/j.blre.2023.101161

100



Langerak, A. W., Groenen, P. J. T. A., Briiggemann, M., Beldjord, K., Bellan, C., Bonello, L.,
Boone, E., Carter, G. 1., Catherwood, M., Davi, F., Delfau-Larue, M.-H., Diss, T., Evans,
P. A. S., Gameiro, P., Garcia Sanz, R., Gonzalez, D., Grand, D., Hikansson, A., Hummel,
M., ... van Dongen, J. J. M. (2012). EuroClonality/BIOMED-2 guidelines for
interpretation and reporting of Ig/TCR clonality testing in suspected
lymphoproliferations. Leukemia, 26(10), 2159-2171.
https://doi.org/10.1038/leu.2012.246

Lee, J.-H., Jeong, H., Choi, J.-W., Oh, H., & Kim, Y.-S. (2017). Clinicopathologic significance of
MYD88 L265P mutation in diffuse large B-cell lymphoma: A meta-analysis. Scientific
Reports, 7. https://doi.org/10.1038/s41598-017-01998-5

Li, B., Wan, Q., Li, Z., & Chng, W.-J. (2021). Janus Kinase Signaling: Oncogenic Criminal of
Lymphoid Cancers. Cancers, 13(20), 5147. https://doi.org/10.3390/cancers13205147

Li, Z., Lan, X., Li, C., Zhang, Y., Wang, Y., Xue, W., Lu, L., Jin, M., Zhou, Z., Wang, X., Li, L.,
Zhang, L., Li, X., Fu, X., Sun, Z., Wu, J., Zhang, X., Yu, H., Nan, F., ... Zhang, M. (2019).
Recurrent PDGFRB mutations in unicentric Castleman disease. Leukemia, 33(4), 1035-
1038. https://doi.org/10.1038/s41375-018-0323-6

Lim M, Gupta R, & Baughn LB. (2024). B-cell lymphoid proliferations and lymphomas. Plasma
cell neoplasms and other diseases with paraproteins. Plasma cell neoplasms with
associated paraneoplastic syndrome. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Lin, O., & Frizzera, G. (1997). Angiomyoid and Follicular Dendritic Cell Proliferative Lesions in
Castleman’s Disease of Hyaline-Vascular Type: A Study of 10 Cases. The American
Journal of Surgical Pathology, 21(11), 1295.

Liu, Z., Filip, L., Gomez, K., Engelbrecht, D., Meer, S., Lalloo, P. N., Patel, P., Perner, Y., Zhao,
J., Wang, J., Pasqualucci, L., Rabadan, R., & Willem, P. (2020). Genomic characterization
of HIV-associated plasmablastic lymphoma identifies pervasive mutations in the JAK-
STAT pathway. Blood Cancer Discovery, 1(1), 112-125. https://doi.org/10.1158/2643-

3230.BCD-20-0051

101



Luo, Y., Liu, Y., Wang, C., & Gan, R. (2021). Signaling pathways of EBV-induced oncogenesis.
Cancer Cell International, 21, 93. https://doi.org/10.1186/s12935-021-01793-3

Montes-Moreno, S., Climent, F., Fraga, M., Luis Patier, J., Robles-Marhuenda, A., Garcia-Sanz,
R., Ocio, E. M., Gonzalez Garcia, A., & Navarro, J.-T. (2023). Expert consensus on the
integrated diagnosis of idiopathic multicentric Castleman disease. Revista Espanola De
Patologia: Publicacion Oficial De La Sociedad Espanola De Anatomia Patologica Y De
La Sociedad Espanola De Citologia, 56(3), 158-167.
https://doi.org/10.1016/j.patol.2022.12.003

Montes-Moreno S, Leoncini L, Miranda R, Louissaint A, & Sengar M. (2024). B-cell lymphoid
proliferations and lymphomas. Mature B-cell neoplasms. Large B-cell lymphomas.
Plasmablastic lymphoma. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Montes-Moreno, S., Odqvist, L., Diaz-Perez, J. A., Lopez, A. B., de Villambrosia, S. G., Mazorra,
F., Castillo, M. E., Lopez, M., Pajares, R., Garcia, J. F., Mollejo, M., Camacho, F. 1., Ruiz-
Marcellan, C., Adrados, M., Ortiz, N., Franco, R., Ortiz-Hidalgo, C., Suarez-Gauthier, A.,
Young, K. H., & Piris, M. A. (2012). EBV-positive diffuse large B-cell lymphoma of the
elderly is an aggressive post-germinal center B-cell neoplasm characterized by prominent
nuclear factor-kB activation. Modern Pathology: An Official Journal of the United States
and Canadian Academy of  Pathology, Inc, 25(7), 968-982.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.52

Montes-Moreno, S., Sr., Avendafio, A., Gonzalez De Villambrosia, S., Rodriguez-Merino, L.,
Morata, J., Tonda, R., Carrillo-Cruz, E., Grande, C., Roncero, J. M., Perez De Oteyza, J.,
Nicolas, C., Rey Buia, B., Abrisqueta, P., Gutierrez, A., Ramirez, A., Martin Garcia-
Sancho, A., & Gonzalez Barca, E. M. (2023). Genetic Subtyping Using Whole Exome
Sequencing across Large B Cell Lymphoma Entities in a Series of 109 DLBCL and
Plasmablastic = Lymphoma  Cases.  Blood,  142(Supplement 1),  6092.

https://doi.org/10.1182/blood-2023-179150

102



Naresh KN, Bhagat A, Chadburn A, Natkunam Y, Chan J, Michelow P, Sato A, Sato Y, Bower M,
Gratzinger D, & Dierickx D. (2024). B-cell lymphoid proliferations and lymphomas.
Mature B-cell neoplasms. Lymphoid proliferations and lymphomas associated with
immune deficiency and dysregulation. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Neipel, F., Albrecht, J. C., Ensser, A., Huang, Y. Q., Li, J. J., Friedman-Kien, A. E., &
Fleckenstein, B. (1997). Human herpesvirus 8 encodes a homolog of interleukin-6.
Journal of Virology, 71(1), 839-842. https://doi.org/10.1128/JV1.71.1.839-842.1997

Nishikori, A., Nishimura, M. F., Nishimura, Y., Otsuka, F., Machama, K., Ohsawa, K., Momose,
S., Nakamura, N., & Sato, Y. (2022). Idiopathic Plasmacytic Lymphadenopathy Forms an
Independent Subtype of Idiopathic Multicentric Castleman Disease. International
Journal of Molecular Sciences, 23(18), 10301. https://doi.org/10.3390/ijms231810301

Nishimura, M. F., Nishimura, Y., Nishikori, A., Maekawa, Y., Maehama, K., Yoshino, T., & Sato,
Y. (2021). Clinical and Pathological Characteristics of Hyaline-Vascular Type Unicentric
Castleman Disease: A 20-Year Retrospective Analysis. Diagnostics, 11(11), 2008.
https://doi.org/10.3390/diagnostics11112008

Ohgami, R. S., Ma, L., Monabati, A., Zehnder, J. L., & Arber, D. A. (2014). STAT3 mutations are
present in aggressive B-cell lymphomas including a subset of diffuse large B-cell
lymphomas with CD30 expression. Haematologica, 99(7), el05.
https://doi.org/10.3324/haematol.2013.101543

Ok, C. Y., Chen, J., Xu-Monette, Z. Y., Tzankov, A., Manyam, G. C., Li, L., Visco, C., Montes-
Moreno, S., Dybkaer, K., Chiu, A., Orazi, A., Zu, Y., Bhagat, G., Richards, K. L., Hsi, E.
D., Choi, W. W. L., Han van Krieken, J., Huh, J., Zhao, X., ... Young, K. H. (2014).
Clinical Implications of Phosphorylated STAT3 Expression in de novo Diffuse Large B-
cell Lymphoma. Clinical cancer research: an official journal of the American
Association for Cancer Research, 20(19), 5113-5123. https://doi.org/10.1158/1078-

0432.CCR-14-0683

103



Oksenhendler, E., Boutboul, D., Beldjord, K., Meignin, V., de Labarthe, A., Fieschi, C., Dossier,
A., Agbalika, F., Parravicini, C., Tosato, G., Gérard, L., & Galicier, L. (2013). Human
herpesvirus 8+ polyclonal IgMA B-cell lymphocytosis mimicking plasmablastic
leukemia/lymphoma in HIV-infected patients. European Journal of Haematology, 91(6),
497-503. https://doi.org/10.1111/ejh.12191

O’Shea, J. J., Schwartz, D. M., Villarino, A. V., Gadina, M., Mclnnes, 1. B., & Laurence, A.
(2015). The JAK-STAT Pathway: Impact on Human Disease and Therapeutic
Intervention. Annual review of medicine, 66, 311-328. https://doi.org/10.1146/annurev-
med-051113-024537

Ott G, Siebert R, Alaggio R, de Jong D, Naresh KN, & Dave SS. (2024). B-cell lymphoid
proliferations and lymphomas. Mature B-cell neoplasms. Large B-cell lymphomas:
Introduction. En WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Pellett Madan, R., Hand, J., & Practice, the A. . D. C. of. (2019). Human herpesvirus 6, 7, and 8
in solid organ transplantation: Guidelines from the American Society of Transplantation
Infectious Diseases Community of Practice. Clinical Transplantation, 33(9), el3518.
https://doi.org/10.1111/ctr. 13518

Pelliccia, S., Rogges, E., Cardoni, A., Lopez, G., Conte, E., Faccini, A. L., De Vito, R., Girardi,
K., Bianchi, A., Annibali, O., Fratoni, S., Remotti, D., De Angelis, G., Giordano, C.,
Palumbo, G., Scarpino, S., Del Porto, F., Bianchi, M. P., Di Gregorio, F., ... Di Napoli,
A. (2024). The application of a multidisciplinary approach in the diagnosis of Castleman
disease and Castleman-like lymphadenopathies: A 20-year retrospective analysis of
clinical and pathological features. British Journal of Haematology, 204(2), 534-547.
https://doi.org/10.1111/bjh.19171

Pierson, S. K., Shenoy, S., Oromendia, A. B., Gorzewski, A. M., Langan Pai, R.-A., Nabel, C. S.,
Ruth, J. R., Parente, S. A. T., Arenas, D. J., Guilfoyle, M., Reddy, M., Weinblatt, M.,
Shadick, N., Bower, M., Pria, A. D., Masaki, Y., Katz, L., Mezey, J., Beineke, P, ...

Fajgenbaum, D. C. (2021). Discovery and validation of a novel subgroup and therapeutic

104



target in idiopathic multicentric Castleman disease. Blood Advances, 5(17), 3445-3456.
https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2020004016

Piris, M. A., Aguirregoicoa, E., Montes-Moreno, S., & Celeiro-Muiioz, C. (2018). Castleman
Disease and Rosai-Dorfman Disease. Seminars in Diagnostic Pathology, 35(1), 44-53.
https://doi.org/10.1053/j.semdp.2017.11.014

Polizzotto, M. N., Uldrick, T. S., Wang, V., Aleman, K., Wyvill, K. M., Marshall, V., Pittaluga, S.,
O’Mahony, D., Whitby, D., Tosato, G., Steinberg, S. M., Little, R. F., & Yarchoan, R.
(2013). Human and viral interleukin-6 and other cytokines in Kaposi sarcoma
herpesvirus-associated multicentric Castleman disease. Blood, 122(26), 4189-4198.
https://doi.org/10.1182/blood-2013-08-519959

Rodriguez Merino, L., Pomares, A. A., Arce, J. R., & Montes-Moreno, S. (2023). From Castleman
disease histopathological features to idiopathic multicentric Castleman disease: A
multiparametric approach to exclude potential iMCD histopathological mimickers.
Journal of Clinical Pathology, jcp-2022-208696. https://doi.org/10.1136/jcp-2022-
208696

Rosenwald A, Delabie J, Medeiros LJ, Klapper W, Guijral S, Naresh KN, Calaminici M, Lenz G,
Gopal A, Nair R, Corboy GP, Sabattini E, Farinha P, Slack GW, Dunleavy K, Barrans SL,
Wang Z, & Davies AJ. (2024). B-cell lymphoid proliferations and lymphomas. Mature
B-cell neoplasms. Large B-cell lymphomas. Diffuse large B-cell lymphoma NOS. En
WHO clasifications of Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Sant, M., Allemani, C., Tereanu, C., De Angelis, R., Capocaccia, R., Visser, O., Marcos-Gragera,
R., Maynadié, M., Simonetti, A., Lutz, J.-M., Berrino, F., & HAEMACARE Working
Group. (2010). Incidence of hematologic malignancies in Europe by morphologic
subtype: Results of the HAEMACARE project. Blood, 116(19), 3724-3734.
https://doi.org/10.1182/blood-2010-05-282632

Sato, Y., Inoue, D., Asano, N., Takata, K., Asaoku, H., Maeda, Y., Morito, T., Okumura, H.,
Ishizawa, S., Matsui, S., Miyazono, T., Takeuchi, T., Kuroda, N., Orita, Y., Takagawa, K.,

105



Kojima, M., & Yoshino, T. (2012). Association between IgG4-related disease and
progressively transformed germinal centers of lymph nodes. Modern Pathology: An
Official Journal of the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, 25(7),
956-967. https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.54

Seffens, A., Herrera, A., Tegla, C., Buus, T. B., Hymes, K. B., @dum, N., Geskin, L. J., & Koralov,
S. B. (2019). STAT3 Dysregulation in Mature T and NK Cell Lymphomas. Cancers,
11(11), 1711. https://doi.org/10.3390/cancers11111711

Sehn, L. H., & Salles, G. (2021). Diffuse Large B-Cell Lymphoma. The New England journal of
medicine, 384(9), 842-858. https://doi.org/10.1056/NEJMra2027612

Staskus, K. A., Sun, R., Miller, G., Racz, P., Jaslowski, A., Metroka, C., Brett-Smith, H., & Haase,
A. T. (1999). Cellular tropism and viral interleukin-6 expression distinguish human
herpesvirus 8 involvement in Kaposi’s sarcoma, primary effusion lymphoma, and
multicentric  Castleman’s disease. Journal of Virology, 73(5), 4181-4187.
https://doi.org/10.1128/JV1.73.5.4181-4187.1999

Sumiyoshi, R., Koga, T., & Kawakami, A. (2022). Candidate biomarkers for idiopathic
multicentric ~ Castleman disease. Journal of Clinical and  Experimental
Hematopathology : JCEH, 62(2), 85-90. https://doi.org/10.3960/js1rt.22010

Takeuchi, K. (2022). Idiopathic plasmacytic lymphadenopathy: A conceptual history along with
a translation of the original Japanese article published in 1980. Journal of Clinical and
Experimental Hematopathology: JCEH, 62(2), 79-84. https://doi.org/10.3960/jsIrt.22011

Talat, N., Belgaumkar, A. P., & Schulte, K.-M. (2012). Surgery in Castleman’s Disease: A
Systematic Review of 404 Published Cases. Annals of Surgery, 255(4), 677.
https://doi.org/10.1097/SLA.0b013e318249dcdc

Tilly, H., Silva, M. G. da, Vitolo, U., Jack, A., Meignan, M., Lopez-Guillermo, A., Walewski, J.,
André, M., Johnson, P. W., Pfreundschuh, M., & Ladetto, M. (2015). Diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL): ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and

follow-upt. Annals of Oncology, 26, v116-v125. https://doi.org/10.1093/annonc/mdv304

106



Totonchy, J., Osborn, J. M., Chadburn, A., Nabiee, R., Argueta, L., Mikita, G., & Cesarman, E.
(2018). KSHV induces immunoglobulin rearrangements in mature B lymphocytes. PLoS
Pathogens, 14(4), e1006967. https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1006967

van Rhee, F., Oksenhendler, E., Srkalovic, G., Voorhees, P., Lim, M., Dispenzieri, A., Ide, M.,
Parente, S., Schey, S., Streetly, M., Wong, R., Wu, D., Maillard, 1., Brandstadter, J.,
Munshi, N., Bowne, W., Elenitoba-Johnson, K. S., Fossa, A., Lechowicz, M. J., ...
Fajgenbaum, D. C. (2020). International evidence-based consensus diagnostic and
treatment guidelines for unicentric Castleman disease. Blood Advances, 4(23), 6039-
6050. https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2020003334

Vega F, Chadburn A, Said JW, Cesarman E, Du MQ, & Bower M. (2024). B-cell lymphoid
proliferations and lymphomas. Mature B-cell neiplasms. KSHV/HHV8-associated B-cell
lymphoid proliferations and lymphomas. KSHV/HHVS8-positive diffuse large B-cell
lymphoma. En Haematolymphoid Tumours (5th ed.).
https://tumourclassification.iarc.who.int/chapters/63

Vermaat, J. S., Somers, S. F., de Wreede, L. C., Kraan, W., de Groen, R. A. L., Schrader, A. M.
R., Kerver, E. D., Scheepstra, C. G., Berenschot, H., Deenik, W., Wegman, J., Broers, R.,
de Boer, J.-P. D., Nijland, M., van Wezel, T., Veelken, H., Spaargaren, M., Cleven, A. H.,
Kersten, M. J., & Pals, S. T. (2020). MY D88 mutations identify a molecular subgroup of
diffuse large B-cell lymphoma with an unfavorable prognosis. Haematologica, 105(2),
424-434. https://doi.org/10.3324/haematol.2018.214122

Vijgen, S., Wyss, C., Meylan, P., Bisig, B., Letovanec, 1., Manuel, O., Pascual, M., & de Leval,
L. (2016). Fatal Outcome of Multiple Clinical Presentations of Human Herpesvirus 8—
related Disease After Solid Organ Transplantation. Tramsplantation, 100(1), 134.
https://doi.org/10.1097/TP.0000000000000801

Wang, H.-W., Pittaluga, S., & Jaffe, E. S. (2016). Multicentric Castleman Disease: Where are we
now? Seminars in diagnostic pathology, 33(5), 294-306.

https://doi.org/10.1053/j.semdp.2016.05.006

107



Wright, G. W., Huang, D. W., Phelan, J. D., Coulibaly, Z. A., Roulland, S., Young, R. M., Wang,
J. Q., Schmitz, R., Morin, R. D., Tang, J., Jiang, A., Bagaev, A., Plotnikova, O., Kotlov,
N., Johnson, C. A., Wilson, W. H., Scott, D. W., & Staudt, L. M. (2020). A Probabilistic
Classification Tool for Genetic Subtypes of Diffuse Large B Cell Lymphoma with
Therapeutic Implications. Cancer Cell, 37(4), 551.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2020.03.015

Wu, D., Lim, M. S., & Jaffe, E. S. (2018). Pathology of Castleman Disease.
Hematology/Oncology Clinics of  North America, 32(1), 37-52.
https://doi.org/10.1016/j.hoc.2017.09.004

Xiang, Q., Yang, Z., & Nicholas, J. (2022). STAT and Janus kinase targeting by human herpesvirus
8 interferon regulatory factor in the suppression of type-l interferon signaling. PLoS
Pathogens, 18(7), €1010676. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010676

Yu, X., Li, W., Deng, Q., Li, L., Hsi, E. D., Young, K. H., Zhang, M., & Li, Y. (2018). MYDS88
L265P Mutation in Lymphoid Malignancies. Cancer Research, 78(10), 2457-2462.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-18-0215

Zhou, Y., Xu, Z., Lin, W., Duan, Y., Lu, C., Liu, W., Su, W,, Yan, Y., Liu, H., Liu, L., Zhong, M.,
Zhou, J., & Zhu, H. (2019). Comprehensive Genomic Profiling of EBV-Positive Diffuse
Large B-cell Lymphoma and the Expression and Clinicopathological Correlations of
Some Related Genes. Frontiers in Oncology, 9, 683.
https://doi.org/10.3389/fonc.2019.00683

Zhu, F., Wang, K. B., & Rui, L. (2019). STAT3 Activation and Oncogenesis in Lymphoma.

Cancers, 12(1), 19. https://doi.org/10.3390/cancers12010019

108



ANEXO







9. Anexo: Publicaciones originales

1. Titulo: From Castleman disease histopathological features to idiopathic multicentric
Castleman disease: a multiparametric approach to exclude potential iMCD
histopathological mimickers.

Autores: Laura Rodriguez Merino, Aitana Avendafio Pomares, Jose Revert Arce,
Santiago Montes-Moreno.

Revista: J Clin Pathol. 2023 Jan 23: jcp-2022-208696. doi: 10.1136/jcp-2022-
208696.

111






Rodriguez Merino L, Pomares AA, Arce JR, Montes-Moreno S. From Castleman disease
histopathological features to idiopathic multicentric Castleman disease: a multiparametric
approach to exclude potential iMCD histopathological mimickers. J Clin Pathol. 2024 Apr
18;77(5):318-323. doi: 10.1136/jcp-2022-208696. PMID: 36690434,

113


https://doi.org/10.1136/jcp-2022-208696




2. Titulo: Castleman disease-type histopathological patterns of lymph nodes in patients
with plasma cell neoplasia and POEMS syndrome

Autores: Laura Rodriguez Merino, Santiago Montes-Moreno.

Revista: Ann  Diagn Pathol. 2024 Nov 26: 74:152414. doi:
10.1016/j.anndiagpath.2024.152414.

115






Anmalz of Diagnostic Pathology 74 (2025 152414

Contents lists available at ScienceDirect

Annals of Diagnostic Pathology

joumal homepage: www.elsevier comdlocate/anndiagpath

i

Castleman disease-type histopathological patterns of lvmph nodes in .
patients with plasma cell neoplasia and POEMS syndrome

Laura Rodriguez-Merino, Santiago Montes-Moreno -

Puthology Department and Translanonal Hemampathology Lab, Hespiral Usfverdtors Morguss de ValdeciTa/TOIVAL, UNICAN, Santamder, Spain

ARTICLEINFO ABSTRACT

Feywords:

Castleman disense
POEMS syndrome
Flasma cell meoplasia
Closality

Plaoma cell neoplazia and POBMS syndrome patients may present Castleman dizeace (CD-type features in lymph
nodes. Crur aim waz to better characterize the histopathological patsterme found in plasma cell neoplazia asso-
ciated CD and to improwve the detection of donal plasma cell populationz in the lymph node biopsies of theoe
patients.

Lymph node and bone marrosw samples from zix cases with plasma cell neoplasia amodated CD, including
POEMS symidrome and multiple mypeloma were anabmed A complets analyzic induding morphaology, IHC and
PCR-bagsed donality detection in the lymph node biopaies and morphology; IHC and PCM in the bone marrosr
biopaies was done. Correlation with clinical and laboratory featres was performed.

Both plasma cell rich and hyper vascular Cagtleman dizease like histopathological features were found. In two
out of zsix casen, cheets of plaoma cells with light chain and isotype restriction were identified in the lymph nodea.
B cell clonality analymis provided svidence of clonal populations in 5 out of 6 cases, increasing the sengitivity for
the detection in cases without morphologically identifiable monotypic plasma celle. None of the twelve control
cazen with IMCD and HHV-B pogitive CD showed clonal populations.

In conclugion, the combination of morphalogy, complete immunophenotyping and B cell clonality analyiz in
the lymph node biopey may provide evidence of donal populations in up to B3 % of cases with placma cell
neoplagia/POEMS syndrome associated Castleman dizeaze Clinical work-up for the confirmation of plama cell

dyacrazia is advizable in quch caves.

1. Intreducdon

Lymph node Castleman Diseaze{CID) histopathological feature: are
well described in patients with unicentric CD, POEMS syndrome, HHV-5
positive multicentric Castleman dizease (HHVE + MCD) az well as other
autoimmune, autoinflammatory  disorder: and paraneoplastic sm-
dromes, including idiopathic muldeentric Cazstleman Dizeasze (iMCD)
[1,2]. Histopathological and detailed phenotypic analyziz of lymph node
biopzies may provide a specific diseaze diagnosis in many cazes,
although in zome instances careful clinie-pathological evaluadon is
required to identify the underlying condition [3]. An underlying plasma
cell neoplasia iz found in a significant fraction of patients with Lymph
node biopsies showing CD features [4] and up to 15 % of patent: with
POEMS synudrome may show CD type feamres in their mph nodes and
multicentric CO [5]. The final diagnosiz in these patients requires bone
marrow examination and correlation with other clinical and laboratory

feamres that provide eriteria for the diagnosiz of the underlying plasma
cell neoplazia [3,5].

Some histopathological feamures have been shown to be associated
with plazma cell neoplasia azzociated CD, including high grade germinal
center regresrion and significantly reduced germinal center hyperplazia,
when compared with cases of idiopathie MCD [4]. High grade plazma-
cytosis however is not always found, nor specific since can be found in
other enddes with plasma cell rich CD features.

In thiz paper we ought to better characterize the histopathological
patterns found in plasma cell neoplazia associated CD and to improwe
the detection of clonal plazma cell populations in the lymph node bi-
opsies of these patents to provide clues for the segregation of theze cazes
from iMCD and other entities with Castleman disease histopathological
feamres.

* Gorresponding author at: Servicio de Anatomia Patologica, Hopital Univervitario Marques de Valdecills TDIVAL Tranalational Hematopathaology Laboratory,
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2, Material and methods
2.1. Caze selection

Cases derive from nation-wide hematopathology consulmton cases
as well as instimidonal eases from our center (Vakdecilla) were Altered to
retrieve a retrocpective series of eighteen cazes with available FFPE
Iymph node biopsies.

Clinical amd laboratory criteria pertinent for the diagnosiz of plasma
cell dyzerasia and the differential diagnosis of entities with CD histo-
pathological features were collected. Six case: were included with
plazma cell neoplaszia associated with Castleman dizeaze, including two
cases with a diagnosiz of multiple myeloma and four cases with a clinieal
diagnosiz of POEMS symdrome. Available bone marrow core biopsy and
corresponding bone marrow aspirate and FCM data were reviewed. Four
idiopathic MCD caser and eight HHV-B associated MCD were alzo
included for comparison.

Thiz ztudy and zample collection were approved by the local ethies
committee (CEIC Cantabria, Institutional Review Board code 2016.168)
and complied with the Declaration of Helsinki Written informed con-
sent for biomedical research with patient zample: waz obtained from
every padent prior to the inclusion of the sample in the Biobank facility.
Patient clinical metadata was anonymized, according to intenal Bio-
bank regulations.
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2.2 Morphological evaluation and imrumohistochemistry
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Marphological evaluation of the lymph node tizzue and bone marrow
core biopsies was done using hematoxylin and eocin-stained slides.
Histopathological features were graded in the available lymph node
zsimplez, according to accepted criteria [3,4].

Immunochistochemiziry ([HC) with antibodies against CD20, CD3,
CD138, HHV-8, MUMI1, CD56, Iz isorype (1gG, 12G4, IzA, IgM, IgD),
kappa amd lambda were performed in all cases. FCM dam and
morphological data from bone marmrow aspirate and biopsy were
retrieved (zee  supplementary  maferiel  for deails  of
- I ing).

2.3 Inmumoglobulin gene rearmangements
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B cell clonality analyziz wasz performed according to  the
Euroclonality/BIOMED-2 protocol. In brief, genomic DMNA was extracted
from formalin-fxed and paraffin-embedded Iymph node tizsue and
multiplex PCE. was used to amplify heavy and light chain immung-
globulin rearrangements (FR.1-/H, FR2-JH, and FR3-JH, IgK, IgFde and
IgL with IVS primers). Subsaquent capillary electrophoresis in ABI3S00
was done and the resulting fragment: were analyzed with Applied Bio-
systems GeneMapper™ Software 5 according to current guidelines [6].
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3. Results

A detail of clinical, laboratory and pathological features of the six
cases with plazma cell neoplasia azsociated with Castleman diseaze can
be found in Table 1. Three females with POEMS syndrome and three
males with either POEMS symdrome (1 casze) and plasma cell neoplasia
with Al amyloidosis or muldple myeloma were included. Median age at
diagmosiz was 50-year-old (range 49-79). All zix cazes showed multi-
centric lymphadenopathy with Cartleman-like features.
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changes.

2.1, Lymph modes

Gender  Clindeal data

Six lymph node: zamples from patients with confirmed POEMS
syndrome (n = 4) or plasma cell neoplasia/multiple myeloma (n = 2)
were analyzed.

Three cazes had plazsma cell deh Castleman diseaze feature: and
three cazes hyper vascular (formerly hyaline-vascular gype) CD feamures.

Age
™
1
57
%1
T
&2
thy, and skin

Summmary of the clinical and labomatory features.

Table 1
mapa
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Accordingly, an expansion of paracortex anl lymph node medulla by
sheets of plasma cells (grade 3) was observed in three cases anx| prom-
inent germinal center regression (grade 3) and FDC prominence (grade
2) in three cases, with limited plasmacytosis (grade 1). Overall germinal
center hyperplasia was not a feature of these cases (grade 0 in five cases
and grade 1 i one case) [4] (Figs. 1 and 2). Plasma cell cytological
atypia with binucleadon were found in izolated cases (case five, Fig. 2).

Monotypic plazma cells by IHC were detected in two of six cases (33
9:). All two cases had lambda Light chain restriction with IgA and IgG
isotypes. In the other four cases light chain restriction was not evident
and IgG was the predominant isotype among the plasma cell
populadons.

Interestingly two plasma cell infiltration patterns were evident with
the use of [HC. Cases classified as monotypic showed a monotypic
pattern (two out of six cases) when combined isotype and light chain
analysis was performed. In three out of six cases, however, clonal plasma
cells were scattered among the polytypic plasma cell population and
thus unrecognizable (Fig. | and Table 2).

B cell clonality analysis showed clonal plasma cell populatons in five
out of six cases (83 %). Heavy chain clonal rearrangements were

Fig. 1. Summary of morphological and i hiztoch 1

&Cﬂelﬂ.\modltypeﬂ)&aﬂmm&kalgOnuypep]mxymam: 5
with POEMS syndrome. C. Caze 3, HypamlxtypemfemuvmhgndeSOCmmdmk

grade 3 GC regreszion and grade 1 pl

in gix cases of pl cell
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identified in four cases and light chain clonality (IgK IgKde and Igl) in
three cases. Two cases chowed both heavy and light chain clonal rear-
rangements and three cases chowed either heavy chain or light chain
rearrangements. A sole case showed a polyclonal pattern by IgH and
light chain analys=is (Table 2 and supplementary material). In three caces
considered polytypic by IHC, Ig clonal populations were identified by
clonality analysis. In summary, clonality analysis improved the detec-
tion of the underlying neoplasia in cases with polytypic results by IHCin
three out of four cases (75 %) with plasma cell neoplasia/POEMS
associated Castleman disease.

For comparison, a set of cases of iMCD (4 cases) and HHV-8 positive
MCD (8 cases) were subjected to clonality analysis. All owelve caces
chowed polyclonal pattems for IgH and light chains, consistent with the
immunohistochemical findings.

3.2. Bone marrow
Bone marmrow biopsy data were available in all six cases. Three out of

these 6 cases showed significant (=10 %) monotypic plasma cell in-
filtrates. One of these cases featured AL amyloidosis in the bone marrow

with multiple myel B. Case 2, Hyper vascular type CD features with

lphnmnnapmwx&mwmhMD)Cm4medatwemfmmm&mkl plazmacytosis in a patient with plasma cell neoplazia/AL
WHC&&EM:&IW@MMMSIﬁmhmhiachmmﬂﬂm:mapmmmmﬂwu

bda chain

plazma cell type CD features with grade 3 IgA isotype L

with POEMS syndrome.
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Fig. 2. Morphological g g of Castl Jizeaoe hi thol 1 f md:elymﬂtnndeof-xmﬁof L cell Lazi iated Castl dizeaze.
A&ul(ﬂmodlqpe@famm)mmsﬂmmm&mkl yper 1 gumnﬂmhvpaﬂma/mmdm
prominence (grade 01

B. Caze 2 (hyper vaocular type CD features) with grade 3 germinal center regreszion, grade 2 FDC prominence and hypervascularization and absent germinal center

hyperplasia (grade 0) and grade 1 plasmacytosis.

C. Caze 3 ((hyper vascular type CD features) with grade 3 germinal center regresszion, grade 3 hypervascularization, grade 2 FDC prominence, aboent germinal center
hyperplasia (grade 0) and grade 1 plasmacytosia.
D. Case 4 (hyper lar type CD fe 1MM]MMMSMMWMMIMWMM
center hyperplasia (grade 0) and grade 2 hyper d deposits were found, pocitive for P protein and Lambda light chains.
&CseS(phnauﬂtypeCDfemrs]fmedyadeSphmmd inal center regreazion, with grade 2 prominence of follicular dendritic cells. Abcent
germinal center hyperplasia and grade 1 hypervascularization.
FMG[M:&W@&M)MMS' ytociz and germinal center regresgion with grade 1 FDC promi hyper larization and
germinal center hyperplazia Note cytological atypia
G and H. Two representative examples of iMCD (Cases 7 and 8) with plazma cell type fe and germinal center hyperplazia for comp
Table 2
Regults of i histochemistry and B cell clonality in lymph node biopaies of the eigh lyzed cazes.
Diagnosis 1HC 1 closality 1gK-Ig&de clonality g1, clonality Conclusion
1 PEN/MM AL amyloidosis Polytypic 13G FR2 CLONAL (258 bp) 1gK CLONAL (147 bp) Polyclonal CLONAL
2 POEMS Polytypic 126 FR1 CLONAL (325 bp) 1gK CLONAL (148 bp) - CLONAL
3 POEMS type CD Balytypic 1gG - = Polyclonal POLYCLONAL
4 PCN/AL amylcidosis Polytypic 1gG FR2 CLONAL (258 bp) - 2 CLONAL
5 POEMS 15G lambd Polyclonal 1gK CLONAL (148 bp) - CLONAL
6 POEMS 1gA lambda FR2 CLONAL (259 bp) - Polyclonal CLONAL
7 IMCD Polytypse Folyclonal - - POLYCLONAL
8 iMCD Polytypic Folyclonal Polyclonal - POLYCLONAL
9 MCD Polytypic - Polyclonal Polyclonal POLYCLONAL
10 IMCD Palytypic Polyclonal Polyclonal - POLYCLONAL
n HHV.8 1gM lambda Folyclonal - - POLYCLONAL
12 HHV.8 1gM lambda = Polyelonal . POLYCLONAL
13 HHV.8 1gM lambda Polyclonal Polyclonal Polyclonal POLYCLONAL
14 HHV.8 igM lambda Folyclonal - - POLYCQLONAL
15 HHV.8 1gM lambda Polyclonal - Folyclonal POLYCLONAL
16 HHV.8 1gM lambda Polyclonal Polyclonal - POLYCLONAL
17 HHV.8 1gM lambda Polyclonal Polyclonal = POLYCLONAL
18 HHV.8 1gM lambda Folyclonal Polyelonal Polyclonal POLYCLONAL
PCN: pl cell neoplasia MM: multiple myel POEMS poly pathy, organomegaly, endocrinopathy, lonal protein, and ckin changes. iMCD: idiopathic

multicentric Castleman dizeaze. HHV-8: human herpesvirus 8. bp: base pairs.

biopsy (case 1). Two of these three cases showed criteria for POEMS cases, consistent with the M component anxl monotypic plasma cells in
syndrome and case one was considered Multiple myeloma with associ- the corresponding lymph node biopsy (case 2 and 6) (Fig. 3, Table 1, and
ated AL amyloidocis. Monotypic plasma cells svere lambda light chain supplementary material). Three cases (2 POEMS and one case of PCN/
restricted in all three cases with IgA expression demonstrated in two AL amyloidosiz) showed no evidence of monotypic/clonal plasma cells
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CD19 were idensified. MYDSSL265P ion was not d

i by AS-PCR.

in the bone marrow specimen. Three cases with POEMS syndrome
featured megakaryocytic hyperplasia raising in one case (case 6) the
differential diagnosis with essential thrombocythemia

4. Discussion

Here we performed a description of the histopathological pattermns in
the lymph node biopsies of six patients with a clinical diagnosis of
plasma cell neoplasia/Multiple Myeloma or POEMS syndrome. Both
plasma cell rich and hyper vascular Castleman disease like features were
found. In two cases, morphologically identifiable sheets of plasma cells
with light chain and isotype restriction by immunohistochemistry were
identified in the lymph nodes. In three additional cases, immunoglob-
ulin gene analysis demonstrated clonal B cell populations, increasing the
sensitivity for the detection of such populatons in cases without

Detailed histopathological observation of plasma cell infilradon
patterns and cytological atypia may suggest the presence of monotypic
populations, best confirmed in three cases with the use of an expanded
panel of antibodies to demonstrate light chain amd heavy chain
expression pattems. Although zignificant expansion of the paracortical
area by plasma cells was found in most cases here analyzed, three cases
showed high grade (grade 3) plasmacytosis and two of such cases
combined cytological atypia with sheets of monotypic plasma cells.

Both monotypic cases chowed lambda light chain restriction, one
case with IgA restriction and one case with IgG heavy chain expreszsion.
Lambda light chain restricted plasma cells have been already identifted

vthOBMawyni:une(meﬁ) Anodular interstitial
hyperplagia.

infiltrate (=10 %) with CD20, CD138, MUM]1,

By PCM, 0.04 % clonal lambda pl cellz with d d CD45 and negative

as preferentially found in POEMS associated CD and comresponding bone
marrow neoplasia [1,7] with rare instances of kappa light chain
restricted neoplasia [2]. Of note, iMCD caces lacked any identifiable
monotypic populations by IHC and all cases showed an 1gG predominant
reactive plazma cell population in the paracortex and surrounding the
sinuses. Cases of HHV-8 positive MCD showed, as already described,
variable amounts of HHV-8 pesitive IgM-lambda populations, usually
surrounding regressive germinal center-like structures.

Clonality analyzis enabled us to identify three additional cases in
which morphological and [HC analysis failed to prove a neoplastic
plasma cell population. In two out of three of these cases the available
bone marrow biopsy confirmed the presence of clonal plasma cell
neoplasia either by IHC or FCM. The other case (case 4) showed IgG
lambda M component in the serum and other clinical features of plasma
cell neoplasia /AL amyloideeis (Table 1). Interestingly, the single case
without identifiable clonal plasma cells in lymph nodes or bone marrow
(case 3), may show clinical features of Casteman disease variant of
POEMS syndrome, yet without iklentifiable monoclonal protein [1,9]. In
patients with polyneuropathy, multicentric Castleman disease and other
identifiable monoclonal protein, updated diagnostic criteria suggest its
classification as CD variant of POEMS syndrome. In contrast to the
ostececlerotic myeloma variant of POEMS in which VEGF is the most
consistently elevated cytokine, in Castleman disease IL-6 ic the domi-
nant aberrantly overexpressed cytokine. Casteman disease patients
often have a brisk polyclonal hypergammaglobulinemia [1].

Application of Ig clonality analysis to cases with CD
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histopathological features has been uszed in recent reports, concurming in
i uility to identify a concomitant clonal population, either monoclonal
gammopathy or B cell lymphoma (reviewed im [7]). Recently national
multidizeiplinary consensus guidelines have been developed to recom-
mend a detailed histopathological work-up of lymph node biopsies with
CD features in padents with suspected iMCD and related condidons
[10], including POEMES syndrome.

Of note FCM analysiz and/or light chain in sit hybridization of
Iymph node biopsiez, when available, may also facilitate the identifi-
cation of zuch monotypic populations, in cases with morphologically
subtle lymph node involvement. The use of other ancillary techniques to
demonstrate light chain clonality was not howewver analyzed nor
compared to light chain [HC and PCR-bazed B cell clonality in our series
of cazes but thiz topic may desarve further research.

Bone marrow invobrement by clonal plazma cells was confirmed in
three out of six cases with available data In all three cazes, monotypic
plasma cells were identified by both FCM and IHC. Interestingly clonal
plazma cells by FCM were below 2 % in these cases (range 0.04-1.16 %),
Cmne case showed a lymphoplasmacytic infiloate with clonal IgA cells
and three cases featured megakaryocytic hyperplazia. Although it iz well
described that the majority of patients with POEMS syndrome may show
identifiable clonal plasma cellz in the bone marrow, the amount of such
populations | woually low [11] and multiparametric FCM may enhance
the detection in such caszes [0].

In summary, detailed morphological evaluation, amd application of
an extended panel of IHC markers for the identification of light and
heavy chain restricted plazma cells in lymph node biopsies with CD-like
features can suggest a diagnosis of plazsma cell neoplasia associated CD
in 33 % of cazes. Additional waork up with B cell clonality analyzis in the
lymph node provides evidence of clonal populations in up to 54 % of
such cases. Thus, in plazma cell neoplasia associated €D, including
POEMS syndrome, clonal plasma eell: may be undetectable by con-
ventional immmophensotyping. Bone marmrow examination, ideally with
multiparametric FCM and immmohistochemiziry as well as serum
immunoelectrophoresiz iz advizable for the verification of the underly-
ing plasma oell dyscrasia in these patients.
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