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Abreviaturas

EC - enfermedad de Castleman

ECU - enfermedad de Castleman unicéntrica

ECM - enfermedad de Castleman multicéntrica

CDF - células dendriticas foliculares

VHYV - variante hialino-vascular

VCP - variante de células plasmaticas

VM - variante mixta

IHQ - inmunohistoquimica

HHV8 - virus de Herpes Humano-8 (HHVS por sus siglas en inglés)
Tth - células T colaboradoras foliculares (Tfh por sus siglas en inglés)
CG - centros germinales

CP - células plasmaticas

CL - cadenas ligeras

CEVs - células endoteliales vasculares
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Introduccion

La enfermedad de Castleman (EC) es un trastorno linfoproliferativo raro con caracteristicas
morfologicas especificas asociadas con un comportamiento heterogéneo (Carbone et al.,
2021). Dependiendo de su curso clinico, se puede dividir en enfermedad de Castleman
unicéntrica (ECU) que se presenta como una enfermedad localizada con minima inflamacion
y enfermedad de Castleman multicéntrica (ECM) que se manifiesta con multiples
adenopatias y una amplia variedad de sintomas inflamatorios sistémicos. Segun su
fisiopatologia, la Gltima se clasifica como ECM idiopatica, ECM asociada a POEMS, que es
un acronimo de neuropatia periférica, organomegalia, endocrinopatia, gammapatia
monoclonal y cambios cutaneos, y ECM asociada a HVHV8. La ECM idiopatica se puede
subdividir en ECM-TAFRO, un acrénimo de trombocitopenia, insuficiencia renal,
mielofibrosis y organomegalia, 0 ECM-NQOS, no especificado de otra manera (Dispenzieri &
Fajgenbaum, 2020; Fajgenbaum et al., 2017). Se ha descrito una variante clinica intermedia
en la que se ven afectadas dos o tres estaciones ganglionares sin cumplir los criterios clinicos
y serolégicos (Fajgenbaum et al., 2017; Q. Y. Zhou, 2022).

Aun si la ECU y la ECM comparten cambios histoldgicos, su etiologia parece diferente. La
ECU es una proliferacion neopléasica de células dendriticas foliculares (CDFs) (Carbone et
al., 2021; Chang et al., 2014; van Rhee et al., 2020). Por el contrario, la ECM y su amplia
variedad de manifestaciones clinicas son mas probablemente causadas por multiples procesos
que ocurren en forma sincrénica: una desregulacion inmunologica con hipersecrecion de IL-
6 y una tormenta de citocinas.La causa de estos eventos puede deberse a una infeccion viral,
a células T autoinmunes y a mutaciones (Fajgenbaum, 2018).

Histéricamente, la EC se manifiesta con dos variantes histologicas: la variante hialino-
vascular (VHV) y la variante de células plasmaticas (VCP). Se ha agregado una variante mixta
(VM), ya que las caracteristicas morfoldgicas establecidas de la regresion del centro germinal,
la hiperplasia folicular, la hiperplasia de las CDFs, la vascularizacion interfolicular y la
plasmocitosis pueden estar presentes en grados variables (Dispenzieri & Fajgenbaum, 2020;
Meignin V & Parrens, 2022; T. Zhou et al., 2021). Las caracteristicas histologicas son
cruciales para establecer el diagnostico. Sin embargo, es necesario excluir otras patologias
que imitan tanto las caracteristicas clinicas como las morfologicas, como infecciones,
enfermedades autoinmunes y neoplasias (Fajgenbaum et al., 2017; Garcia et al., 2023;
Nakazato et al., 2022; van Rhee et al., 2020).

Justificacion

Al considerar los biomarcadores para diagnosticar la EC, los marcadores serolégicos mas
estudiados son IL-6, VEGF y, més recientemente, CXCL13 (Pierson et al., 2022; Sumiyoshi
etal., 2022). Los marcadores de inmunohistoquimica (IHQ) y, algunos estudios de patologia
molecular, ayudan en el enfoque diagnostico para el andlisis histopatologico.
Especificamente, ayudan a descartar la gran cantidad de diagnoésticos diferenciales (Lomas
et al., 2021). El tratamiento de la EC depende de si es ECU 0 ECM. Los pacientes con ECU



pueden ser observados o someterse a cirugia. Los pacientes con ECM son tratados en funcion
de la gravedad del episodio. Se combinan la terapia bioldgica, los esteroides y la
quimioterapia. Desarrollamos un estudio para caracterizar los marcadores histopatoldgicos
que son utiles en el diagnostico y el seguimiento de ambas ECU y ECM.

Objetivos

General:

Identificar casos de Enfermedad de Castleman unicéntrica y multicéntrica diagnosticados
entre el afio 1985 al afio 2023 en el Instituto Nacional de Nutricion

Especificos:

o Caracterizar la morfologia de los casos con diagnostico de Enfermedad de
Castleman

o Caracterizar la expresion de VEGF-A en los casos con diagnostico de
Enfermedad de Castleman

o Caracterizar la poblacion de células T en en los casos con diagndstico de
Enfermedad de Castleman

Hipotesis

Ho nula:

Los casos con Enfermedad de Castleman no presentan diferencias en la expresion de VEGF-
A ni diferencias en la poblacion de células T al ser comparados con controles.

Ho alterna:

Los casos con Enfermedad de Castleman presentan diferencias en la expresion de VEGF-A
y en la poblacién de células T al ser comparados con controles.

Materiales y métodos

Pacientes

Se realiz6 un anélisis retrospectivo que incluyd a todos los pacientes recuperados de los
archivos fisicos y electronicos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran en la Ciudad de México desde los afios 1985 a 2023. Los casos se filtraron
de los archivos utilizando palabras clave como "Castleman™ y "Castlemanoide™. Se



excluyeron los pacientes que no cumplian con los criterios clinicos o que no tenian material
histopatolégico. El comité de ética de la institucion aprobo el estudio y se denegé el
formulario de consentimiento debido a la naturaleza retrospectiva del estudio.

Diagnodstico

Los pacientes fueron diagnosticados de acuerdo con los criterios diagndsticos consensuados
internacionales para la enfermedad de Castleman multicéntrica negativa a HHV8
(Fajgenbaum et al., 2017). La ECU se define como que involucra un solo ganglio linfatico o
una region de ganglios linfaticos con minima inflamacion. La ECM se caracteriza por
multiples adenopatias y una amplia variedad de sintomas inflamatorios sistémicos y ganglios
linfaticos con caracteristicas de EC (Fajgenbaum et al., 2017).

Analisis histopatolégico

Para el andlisis histopatoldgico, se utilizaron ensayos inmunohistoquimicos para 1) excluir
diagnosticos diferenciales, como a) la infeccion por virus de Epstein-Barr, mediante el
analisis de LMP-1 (se realizo hibridacion in situ para la proteina EBER en caso de duda), b)
la enfermedad relacionada con 1gG4 mediante la cuantificacion de 1gG4 e 1gG, y ¢) la
infiltracion por neoplasia de células plasmaticas, mediante la cuantificacion de cadenas
ligeras (Deshpande et al., 2012), d) confirmar la infeccion por virus de Herpes Humano-8
(HHV8 por sus siglas en inglés) utilizando una LANA-1; 2) para un analisis morfométrico
de ambas variantes histologicas de la enfermedad de Castleman, utilizando anti-CD23 para
identificar hiperplasia de CDF, ki-67 para cuantificar la regresion o hiperplasia de centros
germinales, y anti-VEGF A para cuantificar la vascularizacion interfolicular (expresada
como 0, 1+, 2+, 3+ y 4+) (Nishi et al., 1999; Nishia & Maruyamab, 2000; Wing et al., 2022).
La infeccion por HHV8 se estudioé con IHQ para LANA-1/orf73 (Zheng et al., 2021). Los
numeros de catalogo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de catalogo de los
agentes de inmunohistoquimica
utilizados.

Marcador Numero de catalégo

Lmp-1 245R-17-ASR
IgG4 367M-17
IgG 269A-17

Kappa ACI3149A,C

Lambda ACI 3063 A,C




EC23 123R-17

Ki-67 275R-17
VEGF CME 356 AK, BK
LANA-1 orb1087661

Los casos que presentaban regresion moderada a alta de los centros germinales (CG),
hiperplasia de CDF, vascularizacion interfollicular, vascularizacion de CG y focos
hialinizados se clasificaron como VHV de la enfermedad de Castleman. Los casos con baja
a moderada regresion de CGs, hiperplasia de CDF, vascularizacion interfollicular,
hiperplasia folicular y plasmacitosis interfollicular se clasificaron como VM. Finalmente, los
casos con baja a nula regresion de CGs, hiperplasia de CDF y vascularizacion interfollicular,
con grados moderados a altos de hiperplasia folicular y plasmacitosis interfollicular, se
clasificaron como VCP (Fajgenbaum et al., 2017). La proporcion de linfocitos T CD4:CDS8,
analizado a través de inmunohistoquimica, se calculo en las zonas interfolliculares, y el
numero de células T GATA3+ en el CG. Se calculd para evaluar la disminucién de la
poblacién de células T colaboradoras foliculares (Tth por sus siglas en inglés). Para esto
altimo, la cuantificacion digital de la positividad nuclear de GATAS se analizé a 400x de
magnificacion, utilizando un numero aleatorio de diez CG para cada lamina de biopsia de
ganglio linfatico. Treinta casos, incluidos veinte casos de linfoadenopatia asociada a
enfermedades autoinmunes y diez casos de linfoadenopatia asociada al VIH, se utilizaron
como controles.

Analisis estadistico

La frecuencia de cada variable se analizd segln su distribucion normal utilizando pruebas
paramétricas y no paramétricas. Para variables categoricas, se utilizaron el test de Fisher y la
prueba de Chi-cuadrada. Para variables continuas, se utilizd la prueba de U de Mann-
Whitney. Las correlaciones se analizaron utilizando la prueba de Spearman. Todos los
valores de p son de dos colas, considerando un p < 0.05 como estadisticamente significativo.
El andlisis estadistico se realiz6 utilizando GraphPad Prism 10.

Resultados

Se incluyeron veintinueve pacientes en el andlisis. Las modificaciones en las variantes
histol6gicas fueron mas frecuentes en casos de ECM, especialmente aquellos que presentaron
caracteristicas de VHV y VCP (ver Figura 1).
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Figura 1. Variantes histopatolégicas. a) Porcentaje de variantes morfoldgicas segun el
diagnédstico clinico. b) Cambios morfoldgicos realizados durante la revision de casos (i para
inicial; f para final).

Los casos de ECU presentaron VHV (80%) de manera mas comun, mientras que los de ECM
presentaron VM. EIl tamafio del ganglio linfatico extirpado fue estadisticamente mas
significativo en los casos con ECU que en los casos con ECM (p 0.0043) (Tabla 2).

Tabla 2. Hallazgos histopathologicos de paciente con diagnostico de
Enfermedad de Castleman unicéntrico y multicéntrico

ECU (n=10)

ECM (n=19)

Tamafio en cm (mediana)

6.3 (3.2-8)

2 (1-8.7)

0.0043

Unicéntrico (n=10)

VVHV (n=8)| Mixto (n=2)
Hiperplasia nodular de CDF 2 0
CP IgG4+ (mediana)* 3 11
No. > 40% de [gG4/1gG%* 2 0
Inversion de CL 0 0

Multicéntrico (n=19)

VVHV (n=7)

Mixto (n=11)

VCP (n=1)




Hiperplasia nodular de CDF 1 0 0
CP IgG4+ (mediana)* 6 14 60
No. > 40% de [gG4/1gG%* 3 2 0
Inversion de CL 0 2 0
Asociado a HVHVS 1 2 0

*No significativo

ECU: enfermedad de Castleman unicéntrico; ECM: enfermedad de
Castleman multicéntrico; CDF: células dendriticas foliculares; CP: células
plasmaticas; CL: cadenas ligeras; HHV-8: human herpesvirus type 8 (por sus
siglas en inglés).

La hiperplasia nodular de CDF es bastante rara tanto en ECU como en ECM. Pocos casos en
ECU y ECM (dos en cada grupo) presentaron un infiltrado concentrado de células
plasmaticas 1gG4+ (como porcentaje de células plasmaticas 1gG+). Sin embargo, el niUmero
medio de células por campo de alto poder fue inferior a 40 en ambos grupos por variante
histopatoldgica. La presencia de una proporcion invertida de cadenas ligeras kappa a lambda
en las células plasmaticas es poco frecuente tanto en ECU como en ECM Yy se identificé en
casos de ECM no asociados a HHV8. No hubo diferencia en la cuantificacion de Tfh entre
las variantes morfologicas, variantes y controles, ni en todos los casos de EC y controles
(Figura 2). El nimero de Tfh tuvo una correlacion negativa con el grado de regresion de CGs
(r -0.46, p 0.017). La expresion de VEGF en el paracorteza fue mayor en ambas variantes
cuando se compararon por separado con los controles (Figura 2).
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Figura 2. Marcadores histopatoldgicos evaluados en biopsias. a) comparacion de la cantidad
de Tfh por variante histopatoldgica, EC y controles; b) correlacidn entre regresion de centros
germinales (CGs) y cantidad de Tfh; c) expresion de VEGF en CEVs paracorticales por
variante, EC y controles; d) correlacion entre vascularidad y expresion de VEGF.

Asimismo, todos los casos con EC tuvieron una mayor expresion de VEGF en comparacién
con los controles. No hubo correlacion entre el grado de vascularizacion y la expresion de
VEGF en los casos con EC. La proporcién de CD4:CD8 en el paracorteza fue similar en las
variantes, todos los casos de EC y controles (Figura 3). No hubo correlacion entre la regresion
de CG, la hiperplasia de CG y la relacion CD4:CD8.
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Figura 3. Relacién CD4:CD8 en el paracorteza. a) Proporcion por variante, CD y controles.
b) Correlacion entre la regresion de centros germinativos y la proporcion. c) Correlacion
entre la hiperplasia de centros germinativos y la proporcion.

Discusion

El diagnostico de la enfermedad de Castleman requiere un enfoque multidisciplinario. Tanto
en los entornos de ECU como de ECM, las enfermedades autoinmunes, infecciones y tumores
deben descartarse (Pelliccia et al., 2024). La prevalencia de la enfermedad, por lo tanto,
depende de cuan a menudo se diagnostique adecuadamente. Sin embargo, su incidencia
parece variar en todo el mundo. Se reportan mas casos en la poblacién asiatica. Los estudios
mexicanos informan un total de 50 casos diagnosticados en un intervalo de 20 afios, de 1996
a 2015 (De et al., 2009; Sevilla-Lizcano et al., 2017). La mayoria eran VHVV y ninguno de
ellos reporta una VM. Interesantemente, en cohortes pequefias, ECU es mas frecuente que
ECM, independientemente de la poblacion estudiada. En contraste, los estudios
multicéntricos informan una mayor prevalencia de ECM (Mukherjee et al., 2022;
Oksenhendler et al., 2018).

Histéricamente, los casos de ECU se presentaban como linfoadenopatia mediastinica. La
estacion de ganglios linfaticos mas afectada varia considerablemente entre los estudios.
Algunos informan que la region abdominal es la méas afectada, mientras que otros la region
mediastinicay cervical (Oksenhendler et al., 2018; Sun et al., 2021; Wojtys et al., 2019; Zhao
et al., 2019). El tamarfio del ganglio linfatico es considerablemente grande, coincidiendo con
el tamafio medio calculado en nuestro estudio (Sun et al., 2021).

Aunque la ECU se asocia con VHV y ECM con VCP, cuando se considera la perspectiva
histopatologica, VHV se presenta con mas frecuencia en ECU, mientras que las no-VHYV se
presentan mas comunmente en ECM. Aun no esta claro el punto de corte para los elementos
considerados en VM y VCP y debe ser definido minuciosamente. Sin embargo, la relevancia
de la variante histolégica de EC no esta en la presentacion clinica sino en los diagnosticos
diferenciales a considerar. Segun la Red Colaborativa de la Enfermedad de Castleman, la
variante histologica no se correlaciona con la respuesta al tratamiento (Fajgenbaum et al.,
2020).

El motivo de tales hallazgos podria estar asociado con la gravedad de la enfermedad, que
puede reflejarse en la presentacion morfologica. Los cambios vistos en el foliculo y la region
interfollicular del ganglio linfatico reflejan una respuesta inmune de anticuerpos dependiente
de células T. Las respuestas prolongadas estan asociadas con foliculos atrésicos y la
consiguiente diferenciacion y maduracion de las células B, representadas como
inmunoblastos y células plasmaticas dentro de la region interfolicular (Gars et al., 2020;
Victora & Nussenzweig, 2022). Por lo tanto, los elementos considerados diagndsticos para
la EC no son especificos cuando se evaltan solos. Es la combinacion de tales hallazgos lo
que ayuda a definir una presentacion clinica de la EC.



Interesantemente, identificamos la VM en mayor proporcion de lo reportado en la literatura
(Gonzélez-Garcia et al., 2019; Murakami et al., 2020; Wojty$ et al., 2019). Los casos con
una mezcla del subtipo VHV, hipervascularidad y VCP son casos con grados variables de
regresion de CG y vascularidad, asi como grados variables de plasmocitosis e hiperplasia de
CG. La naturaleza ambigua del término aumenta la subjetividad y complejidad del
diagnostico histopatoldgico de EC. VM debe ser reconocida mas ampliamente para prevenir
el diagndstico erroneo de EC. En la misma linea de pensamiento, considerando la naturaleza
del CG, el impacto de VM en la evolucion clinica de ECM aun debe ser estudiado.

Dadas las alteraciones identificadas en las CDF en el analisis transcriptomico de los ganglios
linfaticos con EC, buscamos analizar el efecto mas inmediato mediante la cuantificacion de
las células Tfh. Aunque especifico para la diferenciacion de células Th2, GATA3 es un factor
de transcripcion de células T CD4+, expresado en las primeras etapas del desarrollo de
celulas T colaboradoras (Spinner & Lazarevic, 2021). Su expresion nuclear reduce el sesgo
observado en antigenos citoplasmaticos y de membrana especificos para Tth como CXCRS5,
CD25, PD1 e ICOS (Laurent et al., 2010; Pratama & Vinuesa, 2014). En la misma linea de
pensamiento, hipotetizamos una poblacién de células T CD4+ polarizada en el area
interfollicular (Fraticelli et al., 2023; Harada et al., 2023; Horna et al., 2023; Pierson et al.,
2022; Wing et al., 2022). La cuantificacion de Tfh y la proporcién de células T CD4 a CD8
no mostraron diferencias significativas en comparacion con controles asociados con cambios
similares a la enfermedad de Castleman. De igual manera, no se correlacionaron con
elementos asociados a la respuesta de los CG.

En la basqueda de otros biomarcadores para la EC, se observo la expresion de VEGF en
células endoteliales vasculares. Otros estudios han identificado su expresion en macréfagos,
células plasmaticas y células estromales (perivasculares), células ubicadas en la region
interfolicular (Foss et al., 1997; Wing et al., 2022). Nuestra interpretacion a traves de la
inmunohistoquimica fue de la expresion de VEGF-A en células endoteliales vasculares. Esta
aumentd en la EC, independientemente de su presentacion clinica. Se necesitan realizar mas
estudios para confirmar el origen de la secrecion de VEGF en el &rea interfolicular. Méas
importante adn, los estudios deben realizarse utilizando técnicas mas especificas para
confirmar su uso como biomarcador para la EC.

Conclusion

Las variantes clinicas en EC estan asociadas con caracteristicas epidemioldgicas especificas.
Sin embargo, el espectro de cambios histopatoldgicos que presenta se maneja mejor al
considerar los elementos en conjunto. La variante mixta deberia ser reconocida mejor, dada
su impacto en el enfoque diagndstico. Se necesitan mas estudios para confirmar VEGF-A
como un marcador inmunohistoquimico especifico para la EC.
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