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Acronimos

ID: Inmunodeficiencia (del inglés, immunodeficiency)

WHO: Organizacién Mundial de la Salud (del inglés, World Health Organization)

HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana (del inglés, human immunodeficiency virus)

ID-LPD: Sindrome linfoproliferativo asociado a inmunodeficiencia (del inglés,
immunodeficiency associated lymphoproliferative disorder)

PTLD: Sindromes linfoproliferativos post-trasplante (del inglés, post-transplant
lymphoproliferative disorders)

EBV: Virus de Epstein-Barr (del inglés, Epstein-Barr virus)

IPI: indice prondstico internacional (del inglés, International Prognostic Index)

DLBCL: Linfoma difuso de célula grande B (del inglés, diffuse large B cell lymphoma)

CTLs: Células T citotdxicas (del inglés, cytotoxic T lymphocytes)

cART: Terapia antirretroviral combinada (del inglés, combination antiretroviral therapy)

TFH: Células T de fenotipo folicular helper

HHVS8: Virus herpes humano tipo 8 o virus del sarcoma de Kaposi (del inglés, human herpes
virus 8 o Kaposi sarcoma herpes virus)

HL: Linfoma de Hodgkin (del inglés, Hodgkin lymphoma)

NOS: Sin otra especificacion (del inglés, not otherwise specified)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)

MCD: Enfermedad de Castleman multicéntrica (del inglés, multicentric Castleman disease)

PEL: Linfoma primario de cavidades (del inglés, primary effusion lymphoma)

EBER: Hibridacion in situ para el virus de Epstein-Barr (del inglés, Epstein Barr-encoded RNA)
EBNA: Antigeno nuclear del virus de Epstein-Barr (del inglés, Epstein-Barr nuclear antigen)
LMP: Proteina latente de membrana (del inglés, latent membrane protein)

BCR: Receptor de células B (del inglés, B cell receptor)

HHV8-LANA1: Antigeno de latencia nuclear 1 del virus herpes tipo 8 (del inglés, latency-
associated nuclear antigen 1)

GLPD: Sindrome linfoproliferativo  germinotréopico  (del inglés,  germinotropic
lymphoproliferative disorder)

KICS: Sindrome inflamatorio por produccion de citosinas asociado a la infeccidn por virus del
sarcoma de Kaposi (del inglés, KSHV-associated inflammatory cytokine syndrome)

RE: Reticulo endoplasmatico

ERE/UPR: Via de estrés del reticulo endoplasmatico (del inglés, unfolded protein response)
HHV8-RH: Hiperplasia linfoide reactiva asociada a virus herpes tipo 8 (del inglés, human herpes
virus 8 associated reactive lymphoid hiperplasia)

FDC: Células foliculares dendriticas (del inglés, follicular dendritic cells)

PBR-MCD: Enfermedad de Castleman rica en plasmablastos (del inglés, plasmablast-rich-MCD)
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Introduccion

1. Sindromes linfoproliferativos asociados a
inmunodeficiencias secundarias

Las inmunodeficiencias (ID) secundarias son un grupo dispar de enfermedades
adquiridas en las que existe un déficit en el sistema inmunitario que conlleva un
aumento de la susceptibilidad a padecer infecciones y una mayor prevalencia de
neoplasias linfoides. Actualmente la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) reconoce
tres situaciones clinicas asociadas a ID con un riesgo incrementado de desarrollar
linfomas: el estado post-trasplante, la infeccion por virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) y las inmunodeficiencias iatrogénicas. Aunque la etiologia de la ID sea
distinta existen evidencias que apoyan mecanismos moleculares patogénicos comunes
en el desarrollo de los sindromes linfoproliferativos independientemente del tipo de ID

subyacente.(l)

Pese a que los sindromes linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencias (ID-
LPD) constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades, tanto desde el punto de
vista morfoldgico como clinico, estas lesiones comparten una serie de caracteristicas
comunes. Algunos de los hallazgos tipicos de los ID-LPD son: proliferaciones
linfocitarias de linea B con rasgos de diferenciacion plasmocelular, frecuentemente
asociadas a virus herpes oncogénicos que se presentan con afectacion extranodal y
marcada agresividad clinica.” El diagnéstico morfoldgico vy la clasificacién de los ID-LPD
es complicado, no solamente por su baja frecuencia sino también por Ia
heterogeneidad propia de las lesiones y al solapamiento de algunas de sus
caracteristicas. Por eso, un diagndstico preciso requiere una evaluacién meticulosa de
la morfologia, inmunofenotipo, genotipo, status viral e historia clinica. El abordaje
terapéutico es asimismo dificil. Por un lado, se debe controlar el déficit inmune del
paciente y por otro se debe tratar la neoplasia. A pesar de que algunas de estas
lesiones en estadios iniciales pueden regresar si se restablece la inmunidad,(3’4) en
funcién de las alteraciones genéticas adquiridas es posible que la modulacidon inmune

ya no pueda revertir el proceso y acontezca la transformacion neoplésica.(5’6)

19



20

Introduccion

1.1. Sindromes linfoproliferativos post-trasplante
1.1.1 Epidemiologia

Los sindromes linfoproliferativos post-trasplante (PTLD) son una complicacién
poco frecuente aunque bien reconocida tras el trasplante de drganos sélidos o de
progenitores hematopoyéticos. Su incidencia aproximada se sitla en alrededor del 2%
si se consideran todos los dérganos en general.(z) Sin embargo, existen variaciones
sustanciales en funcién del érgano trasplantado. Se estima un riesgo de 0.5-2.5% tras
recibir un trasplante renal y del 5-20% en casos de trasplante intestinal vy
multivisceral.”) Ademdas del dorgano trasplantado, otros factores influyen en el
desarrollo de los PTLD y uno de los mas importantes es la seronegatividad para el virus
de Epstein-Barr (EBV) en el momento del trasplante. Trasplantar un érgano de donante
EBV-seropositivo a receptor seronegativo aumenta el riesgo de PTLD entre un 10 y un
75%" ademas de explicar la mayor incidencia de PTLD en la poblacion pediétrica.(s)
Aunque por el momento no es posible predecir qué pacientes trasplantados
desarrollaran un PTLD, otros factores de riesgo son: la ausencia de exposicidn previa a
la infeccion por citomegalovirus,m el tipo de régimen inmunosupresor usado y factores
intrinsecos del huésped como determinados polimorfismos que conllevan una
expresion diferencial de citocinas pro o anti-inflamatorias.®*!

La mayoria de los PTLD tras trasplante de drgano sélido se originan en las
células del receptor, con excepcidon de aquellos casos que afectan exclusivamente al
drgano trasplantado en cuyo caso el origen tiende a estar en los linfocitos del donante.
Por el contrario, los casos tras trasplante de médula dsea se originan mas
frecuentemente en las células del donante.™**®)

La presentacién clinica es también variable. Sin embargo, es frecuente la
afectacion extranodal y hasta en el 40-50% de los pacientes se presenta como
enfermedad diseminada e IPI23.1* Aunque histéricamente el 80% de los PTLD ocurrian
en el primer ano tras el trasplante, el tiempo entre la recepcién del dérgano y el

desarrollo del linfoma ha variado en los ultimos afios debido al cambio en los
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tratamientos inmunosupresores y probablemente a un mayor reconocimiento de los

PTLD-EBV negativos.

1.1.2 Patogénesis

Hasta el 60-70% de los PTLD se asocian a infeccion por EBV.™ Sin embargo,
existen también casos de PTLD-EBV negativos lo que sugiere que, si bien la infeccién
viral es un mecanismo patogénico necesario en muchos casos, éste no es suficiente
para el desarrollo de PTLD y que la progresion a linfoma requiere ademds la
acumulacién de distintos cambios genéticos. No se ha identificado una firma genética
o molecular caracteristica y especifica de los PTLD para poderlos diferenciar de
aquellos linfomas que se desarrollan sin el contexto de la inmunosupresion. Existen
estudios que han demostrado que los PTLD tienen alteraciones genéticas comunes con
aquellos linfomas originados en pacientes inmunocompetentes (alteraciones de MYC,
BCL6 y BCL2 y pérdidas de TP53) pero, también se han descrito alteraciones propias
como ganancias de 5p, pérdidas de 4q, 17q o Xp.(16’17) Datos actuales sugieren que los
PTLD-EBV negativos son mas similares a los linfomas que se desarrollan en pacientes
inmunocompetentes, mientras que los PTLD-EBV positivos guardarian mas relacién
desde un punto de vista patogenético con otras proliferaciones linfoides relacionadas
con el virus. En este sentido, se han descrito trisomias de los cromosomas 9y 11 o
ganancias en 9p24.1, que implican PD-L1, en casos de PTLD-EBV positivos de modo
similar a otros linfomas asociados a infeccién viral.**'®) En los PTLD-EBV negativos se
han observado ganancias de 3/3qg y 189 o pérdidas de 6g23.3/TNFAIP3 y
9p21/CDKN2A(20'21) gue se encuentran también en otros linfomas agresivos en
pacientes inmunocompetentes. A pesar de estos datos, los trabajos de expresiéon
génica realizados hasta el momento no han permitido concluir con certeza si los PTLD-
EBV positivos y los PTLD-EBV negativos son enfermedades distintas y si estos ultimos

son similares a los que acontecen en la poblacién general.(zo'zz'zs)

Parece ser que
podrian existir una serie de mecanismos iniciales comunes que contribuirian en la

linfomagénesis de todos los PTLD como la deplecidén iatrogénica de células T, la
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inestabilidad de microsatélites que conllevaria un acimulo de mutaciones,
alteraciones epigenéticas, hipermutacién somdtica aberrante con acumulo de
mutaciones puntuales, o los propios polimorfismos del huésped y, en caso de existir
infeccion viral activa, el virus activaria su maquinaria con el subsecuente desarrollo de
los PTLD-EBV positivos. Si, por el contrario, no existe infeccién viral o ésta se controla
mediante la inmunidad del huésped, |la etiopatogenia de los PTLD-EBV negativos es

todavia incierta (Figura 1).14 Algunos casos se podrian explicar por la teoria del “hit-

and-run”,'”® es decir proliferaciones linfoides inducidas por el virus pero que lo

pierden en la transformacién. También se postulan otras infecciones virales como

(26)

agentes etioldgicos”™ o en algunos casos por limitaciones técnicas o métodos de

deteccion inadecuados podrian explicar la ausencia de deteccién del virus.

En las paginas 36-40 se desarrolla con mas detalle el mecanismo patogénico de

las lesiones asociadas a la infeccidn viral.

Iatrogenic T-cell depletion
Microsatellite instability
Epigenetic alterations
Host polymorphisms
4+~ Aberrant SHM ey
EBV-negative post-transplant DLBCL
Genetic aberrations
Gain of chromosome 3/3q
(FOXP1), 18q
Loss of 6q23.3 (TNFAIP3), 9p21
(CDKN2A)

Figura 1: Mecanismos patogenéticos comunes y diferentes entre

EBV-positive post-transplant DLBCL
Genetic aberrations
D01, PDL1  Gain of 9p24.1 (PDL1/2, JAK2)

¢

CTL
/
CD163" macrophage:

VEGF, IL6
viral IL10

sindromes linfoproliferativos post-trasplante EBV positivos y negativos.

Adaptacion de Morscio et al, 2016. (24)
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1.1.3 Subtipos histoldgicos

La actual clasificacién de la WHO reconoce 4 categorias principales de PTLD en
base a criterios morfolégicos y moleculares:?”’ A) PTLD no destructivos; B) PTLD

polimérficos; C) PTLD monomorficos; y D) linfoma de Hodgkin clasico.

A. PTLD no destructivos: En la clasificacion de la WHO del afio 2008 se reconocian 2
subtipos de lesiones no destructivas: las hiperplasias plasmaciticas y las lesiones tipo
mononucleosis infecciosa. Actualmente se reconoce una tercera categoria, la
hiperplasia folicular florida. Todas ellas suelen presentarse en nifios o en edades mas
tempranas que otros PTLD, y estan relacionados con mds frecuencia a
primoinfecciones por EBV. Aunque son lesiones reactivas que pueden regresar con el
control de la inmunosupresion, estas lesiones pueden tener alteraciones
cromosémicas y evolucionar a formas monomérficas o polimérficas.?®?° Clinicamente,
se presentan como masas y practicamente en todos los casos existe relaciéon con EBV.
Histoldgicamente siempre existe preservacion de la arquitectura. Generalmente son
lesiones policlonales aunque también existen casos descritos de mononucleosis

infecciosa con poblaciones oligoclonales o clonales.®* La hiperplasia plasmacitica se

caracteriza por numerosas células plasmaticas en un fondo de linfocitos pequefios y

muy ocasionales inmunoblastos (Figura 2A). Los cuadros tipo mononucleosis infecciosa

presentan una marcada expansion paracortical con numerosos inmunoblastos en un

fondo de abundantes linfocitos T y células plasmaticas. En la hiperplasia folicular

florida, el nUmero de inmunoblastos interfoliculares es menor que en los casos de

mononucleosis infecciosa.

B. PTLD polimdrficos: Estan constituidos por una poblacidn heterogénea de células
con diferentes grados de diferenciacién plasmacitica y de atipia citolégica que incluyen
células inmunoblasticas y células tipo Reed-Sternberg (Figura 2B). Frecuentemente hay
borramiento de la arquitectura subyacente y pueden existir areas de necrosis. El
diagndstico es dificil en muchos casos y el diagndstico diferencial es amplio e incluye
desde lesiones no destructivas como los cuadros tipo mononucleosis infecciosa o la

Ulcera mucocutanea hasta linfomas como el linfoma de Hodgkin cldsico, linfomas de
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células grandes rico en células T e histiocitos o linfomas T, especialmente el linfoma T
angioinmunoblastico. La mayoria de estas lesiones son también EBV positivas y aunque
con menos frecuencia que en los PTLD monomdrficos se puede demostrar la presencia
de un pico clonal para el reordenamiento del gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas. La disminucién de la inmunosupresién a veces consigue revertir y
controlar la proliferacién linfoide.®" Sin embargo, algunos casos progresan a formas
mas agresivas y requieren tratamientos quimioterépicos.(5’32’33) El cariotipado de estas

lesiones ha mostrado alteraciones citogenéticas hasta en un 15-30% de los casos. &%)

C. PTLD monomorficos: Los PTLD de tipo monombérfico se clasifican de acuerdo a los
criterios del linfoma al cual se asemejan.m) Por definicidn, los linfomas de bajo grado
no se consideran dentro del espectro de los PTLD y solamente los linfomas agresivos
de células B (Figura 2C) y, mas raramente de células T o T/NK entrarian en este
espectro. La mayoria de las lesiones monomaorficas son clonales y ademas suelen tener
también alteraciones en oncogenes y/o genes supresores de tumores como TP53, MYC
y RAS."” Las alteraciones citogenéticas estan presentes en mas del 70% de los casos.
Las mas frecuentes son la trisomia 9, la trisomia 11 y los reordenamientos que afectan
a 8q24.1.(16) El perfil de expresiédn gendmica también ha identificado un elevado
numero de alteraciones cromosdmicas, algunas de las cuales son claramente
diferentes de las que ocurren en casos de linfoma difuso de células grandes B (DLBCL)
en pacientes inmunocompetentes, como ganancias del cromosoma 5p y 11q; pérdidas
de 12p; y pérdidas de heterocigosidad en el cromosoma 10.162% | os SNP-arrays (del
inglés, single nucleotid polymorphism arrays) han demostrado una complejidad
genética similar a la observada en pacientes inmunocompetentes con DLBCL, pero
también algunos hallazgos distintivos como son deleciones de 2p16.1 (FRA2E) y la falta

de del(13q14.3) (MIR15/MIR16).%**

D. PTLD tipo linfoma de Hodgkin clasico: El linfoma de Hodgkin es el subtipo
histolégico menos frecuente y generalmente se da en el contexto de pacientes
sometidos a un trasplante renal. Practicamente siempre son EBV positivos y cumplen
todos los criterios de linfoma de Hodgkin en pacientes inmunocompetentes (Figura

2D).
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Figura  2:  Subtipos
histolégicos de los
sindromes

linfoproliferativos post-
trasplante (PTLD). A)
Hiperplasia plasmacitica
(PTLD no destructivo).
B) PTLD polimdrfico. C)
PTLD monomérfico tipo
linfoma difuso de
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1.1.4 Tratamiento

El principal objetivo cuando se aborda el tratamiento de los pacientes con PTLD
es curar la enfermedad y preservar las funciones del injerto. Debido a la marcada
heterogeneidad clinica de los PTLD no existe un modelo estandarizado para el manejo
Optimo de este grupo de enfermedades y las estrategias de tratamiento se adaptan a
las condiciones clinicas concretas en funcién del riesgo de rechazo, el tipo de injerto,
las comorbilidades del paciente y la presentacién clinica. Dentro de las opciones de
tratamiento se incluyen la reducciéon de la inmunosupresién, la quimioterapia, la
inmunoterapia (rituximab), la cirugia y la radiacién o bien una combinacién de estas.
Normalmente la primera aproximacion terapéutica es la disminucién de Ia
inmunosupresion y si la respuesta no es completa, los pacientes son tratados con

rituximab seguido en caso que sea necesario de quimioterapia.

Disminucion de la inmunosupresion: Es la primera medida terapéutica en el
tratamiento de todos los PTLD. Las tasas de respuesta son muy variables ya que en
pacientes con PTLD-EBV positivos varian entre el 23 y el 50% en funcién del grado de

reduccion de la inmunosupresion o del momento de inicio de la enfermedad.®?
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Tratamientos basados en rituximab: La inmunoterapia con rituximab es el
tratamiento de primera linea para los pacientes que no responden a la disminucién de
la inmunosupresion. Se estima que su administracion con fines terapéuticos tiene unas

tasas de respuesta del 40-68%">*"

y cuando se usa profildcticamente antes del
desarrollo de la enfermedad se ha demostrado que hasta en el 90% de los casos puede
prevenir la aparicion de un PTLD-EBV positivo.*® Ademas parece ser que el uso de
rituximab en los pacientes que no responden a la reduccién de la inmunosupresion

aumenta la supervivencia, con respuestas estables tras un afio de tratamiento.®”

Células T citotodxicas: El uso de células T citotdxicas especificas contra el virus
(CTLs) es una terapia dirigida para la prevencién y tratamiento de los PTLD-EBV
positivos especialmente en los desarrollados tras trasplante de progenitores
hematopoyéticos. Se usan células EBV inmortalizadas de lineas celulares como células
presentadoras de antigeno que estimularan las células T EBV especificas. Estas, al cabo
de 3-4 semanas se pueden transferir al enfermo.“? Los resultados mas prometedores
mediante esta aproximacion terapéutica se han conseguido en el campo de la
prevencién,(“) ya que la limitacion de la terapia radica en el tiempo de obtencién de
las mismas. Debido a que generalmente los PTLD requieren tratamiento urgente se
estan intentado desarrollar medidas para generar o disponer de manera rdpida CTLs
mediante la estimulacidon durante 24 horas de células mononucleares de donante con

) 0 mediante la creacién de bancos de CTLs

péptidos EBV especificos(42
criopreservadas.(43) Aunque estos ensayos conseguirian tener CTLs disponibles en
menos de 36 horas, su uso todavia no estd ampliamente incorporado a la practica

clinica habitual.

Antivirales: El uso de antivirales se ha propuesto como herramienta terapéutica
y estrategia preventiva. Tanto en pacientes pediatricos como en adultos el uso de
ganciclovir se ha asociado a una disminucidon del riesgo de PTLD.***) sin embargo, no
existen estudios prospectivos randomizados para validar estos hallazgos. Hay que
tener en cuenta que los antivirales se activan y pasan a ser efectivos con la timidina
kinasa viral que solamente se expresa cuando el virus replica (Figura 3), de manera que

en aquellos tumores en los que el virus se encuentra exclusivamente en fase de



Introduccion

latencia los antivirales no serian efectivos. Por este motivo, se estan intentado
desarrollar estrategias que reactiven los genes de fase litica del virus en las células
latentemente infectadas.“**® Existen diversos farmacos inductores de la replicacién
viral, como el 5-fluorouracil, el metotrexate, la doxorubicina, o la arginina butirato y la
combinacidn de estos farmacos con antivirales parece mejorar la respuesta clinica en
pacientes con enfermedades asociadas a EBV refractarias a otros tratamientos."”
Dado su posible uso clinico, la deteccién de replicacién viral permitiria seleccionar

mejor a aquellos pacientes que serian candidatos a estos tratamientos. Sin embargo,

su estudio no estd incluido en la rutina diagndstica de los PTLD.

Figura 3: Ganciclovir (GCV)
requiere de la timidina
kinasa (TK) viral para su
fosforilacion y adquisicion

- de la capacidad antiviral
No inducer ATP (-F”“l‘“' . B
GTP @ ppp kinases (GCV-P). Existen farmacos
EBV-associated tumor cells TTP 4
remain unaffected by antivirals ~ CTP GCV-TP inductores de la replicacién

Activated antivirals

como la arginina butirato.

J Arrest of DNA
Programmed cell 1 BymthEns Adaptacic’)n de Ghosh et Cl/,
death (48)
2013.
\g% $
oo 42 ooe
ag"

Only virus-containing cells die

Tratamientos dirigidos a vias de seializacion especificas: debido a la
interaccion de proteinas virales con moléculas de sefalizacion implicadas en Ia
linfomagénesis (Ver péginas 36-40) se estan estudiando posibles dianas terapéuticas
dirigidas a la inhibicién de estas vias en diferentes sindromes linfoproliferativos
asociados a EBV (Figura 4).(49) Otra medida terapéutica emergente es el bloqueo del eje
PD-1-PD-L1.%% Las alteraciones genéticas que afectan 9p24.1 e involucran PD-L1, PD-
L2 y JAK2 han demostrado ser muy frecuentes en diferentes estados de
inmunodeficiencia, tanto en sindromes linfoproliferativos EBV positivos como
negativos.(lg) Estos hallazgos, aparte de sugerir un mecanismo comun para los ID-LPD,

abren también las puertas a nuevas dianas terapéuticas prometedoras. Estos farmacos
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inducen respuestas clinicas duraderas frente a diversos tumores sélidos®" y su uso
estd aprobado también en el tratamiento de los linfomas de Hodgkin recidivados o
refractarios.®? Ademads, en modelos murinos de linfomas asociados con infeccién por
EBV se ha demostrado tanto la disminucion del crecimiento tumoral como del nimero

de células infectadas tanto en fase litica como latente.®®
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Figura 4: Vias de sefializacion relacionadas con la patogénesis de EBV y sus posibles dianas
terapéuticas. Adaptacion de Ok et al, 2013. (49)
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1.2 Sindromes linfoproliferativos asociados a la infeccidn
por HIV

1.2.1 Epidemiologia y patogénesis

Los linfomas no-Hodgkin son considerados como una condicidn definitoria del
Sindrome de la inmunodeficiencia humana adquirida y actualmente representan el
tipo mas frecuente de cancer y de muerte por cancer en pacientes con HIV en los
paises desarrollados.®*>”) En cierta manera la patogénesis de los linfomas en pacientes
infectados con HIV es similar a la de otros estados de inmunodeficiencia como el post-
trasplante o las inmunodeficiencias congénitas en la que participan cofactores como
los virus oncogénicos, la estimulacidn antigénica crénica y la sobreproduccién de
citocinas. Sin embargo, una pregunta no del todo resuelta es por qué una vez
restablecida la inmunidad de los pacientes con terapia antirretroviral combinada
(cART) estos pacientes desarrollan mas linfomas que la poblacion general. Hallazgos
recientes apoyan que el propio virus puede contribuir directamente en la
linfomagénesis independientemente del grado de inmunosupresion. Por un lado se ha
demostrado que existe un reservorio natural del virus en ganglios linfaticos donde éste
puede continuar replicando y circular entre el ganglio y la sangre incluso en el contexto

(58)

de cART efectiva. Estos hallazgos abren un nuevo escenario donde las células T

folicular helper (TFH) juegan un papel critico.®

Las células TFH de pacientes
infectados con HIV son funcional y fenotipicamente distintas a la de los controles HIV
negativos (Figura 5).(60) Este hecho explica en parte el mayor desarrollo de neoplasias
asociadas a VEB y HHVS, ya que las células TFH en pacientes HIV producen grandes
cantidades de moléculas importantes en la linfomagénesis mediada por virus, como IL-
21 y ademas promueven la proliferacién de células B de centro germinal y células

pIasméticas.(GO'GZ)

Por otro lado, recientemente se ha demostrado que existen
variaciones en algunas particulas virales de HIV en pacientes que desarrollan linfomas
en comparacién de aquellos pacientes que no los desarrollan y que estas proteinas
alteradas tienen efectos directos en la proliferacion de células B,(63) lo que sugiere que

ademas de la estimulacidén antigénica crénica mediada por la infeccion por HIV el
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propio virus es responsable en parte de la linfomagénesis a través de los efectos

mediados por células TFH y a través de determinadas particulas virales.

(a) Normal

Figura 5: Modelo de alteracion intrafolicular
involucrado en la linfomagénesis en infeccidn
crénica por VIH. A) Ganglios normales: las células
T reguladoras controlan la proliferacion de las TFH
que a su vez inhiben la replicaciéon de los virus
herpes oncogénicos y regulan la reaccién de
centro germinal con la produccidn de células de
memoria y células plasmaticas. B) En infeccion por
HIV se produce una expansiéon de las T
reguladoras y TFH pero con funcionalidad alterada
de manera que se permite la proliferacidon de los
virus con potencial linfomagénico y disminuye la

_ Blymphocyte
{Hiee dvsreguiation produccion de las células B de memoria con

incremento de la diferenciacién plasmocelular,

debido al fallo de interaccién de las células TFH y

células B. Adaptacién de Totonchy et al, 2016. (€2)

Germinal Center

1.2.2 Subtipos histolégicos

El espectro de lesiones linfoproliferativas que se pueden desarrollar en el
contexto de infeccidén por HIV es amplio y diverso y abarca desde lesiones benignas y
especificas hasta linfomas agresivos similares a los que se desarrollan en pacientes
inmunocompetentes. Aunque la mayoria corresponderan a linfomas B agresivos,
también pueden ocurrir otros linfomas como el linfoma de la zona marginal, el linfoma

T periférico y linfomas de células NK.(6468)

La linfadenopatia persistente generalizada es una proliferaciéon linfoide

benigna, tipica de pacientes con infeccién por HIV. Se define como la presencia de
linfadenopatias de 3 o mas meses de evolucién afectando 2 o mas territorios no-

continuos y en ausencia de enfermedad intercurrente o toma de farmacos que se
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asocien con el desarrollo de linfadenopatias. Clinicamente puede simular linfomas,
manifestdandose con sintomas constitucionales como fiebre, sudoracién nocturna,
pérdida de peso, malestar general y asociarse a la presencia de hepatoesplenomegalia,
anemia, leucopenia e hipergammaglobulinemia.(eg) El cuadro histoldgico es también
variable en funcién del momento de la biopsia. En estadios iniciales existe hiperplasia
folicular marcada con presencia frecuente de foliculolisis o fragmentacidn folicular con
abundantes células T CD8", y en fases mas tardias, coincidiendo con la disminucién de
células T CD4%, existe marcada deplecion linfoide con foliculos practicamente
inexistentes, aumento significativo de la vascularizacion y cambios hialino-
vasculares.””" sy diagnéstico es dificil debido al solapamiento morfoldgico con otras
lesiones como la enfermedad de Castleman o otras condiciones reactivas que pueden
presentarse de forma similar. El tratamiento con cART permite controlar estas lesiones

al restablecer la inmunidad del paciente.

El linfoma plasmablastico es una neoplasia agresiva inicialmente descrita en la

cavidad oral de pacientes HIV positivos(m

aunqgue también puede verse en otros tipos
de inmunodeficiencia e incluso en pacientes aparentemente inmunocompetentes
principalmente de edad avanzada.” En el contexto de infeccion por HIV acostumbra a
desarrollarse en pacientes mas jovenes y suele estar asociado con mayor frecuencia a

la infeccién por EBv.7%

Desde el punto de vista morfolégico consiste en una
proliferacién de plasmablastos o inmunoblastos que fenotipicamente carecen de
expresion de marcadores de células B maduras (CD20, PAX5, CD45) y tienen
caracteristicas de célula plasmatica con expresion de IRF4, CD138, CD38, EMA y/o
inmunoglobulinas citoplasmaticas. Tipicamente se asocian a infeccion por EBV con
latencias tipo 1 o mas raramente tipo 2.7 Un 50% de los casos presentan
translocaciones de MYC"® asociadas a un peor pronéstico.m) Aunque generalmente la

(72,78,79)

evolucidn de estos linfomas es mala, existen estudios que sugieren un mejor

prondstico en el contexto de infeccidon por HIV.®9 Sin embargo, los resultados son

todavia contradictorios.®"

Linfoma difuso de células grandes B (DLBCL): Es el linfoma mas frecuente en

pacientes HIV. Morfoldgicamente son similares a los desarrollados en pacientes
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inmunocompetentes con sabanas de centroblastos mezclados con un niumero variable
de inmunoblastos. La asociacién con EBV es mas frecuente en los casos con mayor
numero de inmunoblastos. La mayoria de casos son sistémicos y con frecuencia
afectan a territorios extranodales como la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. Un
numero significativo de casos también se presentan primariamente en el sistema

nervioso central sobre todo en pacientes con niveles bajos de CDA4.

Linfoma de Burkitt: Desde el punto de vista morfoldgico, el linfoma de Burkitt

desarrollado en el contexto de infeccién con HIV es también similar al de los pacientes
inmunocompetentes aunque se acepta un mayor pleomorfismo celular y a veces
exhiben caracteristicas plasmocitoides. A parte de estas particularidades morfoldgicas
y su mayor asociacion a EBV, el resto de hallazgos fenotipicos y genéticos son
superponibles a los linfomas de Burkitt de pacientes HIV negativos. No existe todavia
una aproximacion terapéutica éptima para su tratamiento pero gracias al uso de cART

se puede usar terapia intensiva para tratar la enfermedad.

Linfoma de Hodgkin cldsico: Aunque no se considera una condicién definitoria

de sindrome de la inmunodeficiencia humana adquirida, los pacientes con HIV tienen
un riesgo aumentado de desarrollar un linfoma de Hodgkin (HL) y su incidencia parece
aumentar durante los primeros meses tras iniciar el tratamiento con cART.®?) En el
contexto de infeccién por HIV se puede presentar con afectacidén exclusiva de médula
d6sea o en localizaciones extranodales y frecuentemente se presenta en estadios
avanzados (lll o IV) con sintomas B acompafiantes. Desde el punto de vista morfolégico
e inmunofenotipico son similares pero hay una mayor incidencia de los subtipos
celularidad mixta y deplecién linfoide. Ademas, la practica totalidad de los HL en HIV

son EBV positivos y presentan una inversion en el cociente CD4/CDS.

Otros sindromes linfoproliferativos que se desarrollan en el contexto de
infeccion por HIV son la enfermedad de Castleman multicéntrica (MCD), el linfoma de
células grandes HHVS positivo y el linfoma primario de cavidades (PEL). Estas lesiones
se discuten mads adelante, en el apartado 2.2.3, debido a su asociacidon con la infeccion

por HHVS.
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1.3 Sindromes linfoproliferativos asociados a

inmunodeficiencias iatrogénicas

Segun la clasificacion de la WHO del 2008, los sindromes linfoproliferativos
asociados a inmunodeficiencias iatrogénicas son “proliferaciones linfoides o linfomas
que se desarrollan en pacientes que reciben tratamientos con agentes
inmunosupresores debido a enfermedades autoinmunes u otras condiciones distintas al
trasplante".(z) Determinar si el responsable del desarrollo del sindrome

linfoproliferativo es el agente inmunosupresor es dificil, ya que el trastorno inmune

subyacente del paciente puede tener también un papel importante.

Los sindromes linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencias iatrogénicas
mas bien caracterizados son los asociados al uso de metotrexate durante mas de 3
afios en pacientes con artritis reumatoide de larga evolucién (mas de 15 afios).®¥ Sin
embargo, también existen casos asociados a tratamientos anti-TNF a en pacientes con

enfermedad de Crohn u otras enfermedades autoinmunes.®¥

Desde el punto de vista morfolégico, del mismo modo que sucede en los otros
grupos, los sindromes linfoproliferativos desarrollados en este contexto son muy
variables y pueden también tener apariencia reactiva, polimdrfica o ser claros
linfomas. Ademas, existen ciertas particularidades en cuanto a la incidencia de los
distintos subtipos de linfomas, ya que los pacientes sometidos a tratamientos con

metotrexate tienen una incidencia aumentada de linfomas de Hodgkin(ss)

y por el
contrario, en pacientes sometidos a tratamientos con anti-TNFa por enfermedad de
Crohn se describe incremento de los linfomas T hepatoesplénicos, especialmente a

aquellos pacientes que se tratan con agentes tiopurinicos.®®%”)

A diferencia de los otros grupos la asociacion con EBV no es tan evidente, ya
que solamente el 15-25% estan asociados a la infeccidn viral. De todos modos, la
determinacion del status viral es indispensable ya que las lesiones EBV positivas

p Ny . .. (88) .
podrian también regresar al controlar la inmunosupresién™ del mismo modo que

sucede con los PTLD.
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1.4 Sindromes linfoproliferativos asociados a la edad

Aunque los sindromes linfoproliferativos asociados a la edad no estdn
reconocidos como una categoria especifica por la WHO, sabemos que la
inmunosenescencia, definida como el complejo espectro de cambios regresivos que
afectan al sistema inmune durante el envejecimiento, juega un papel importante en el
desarrollo de sindromes linfoproliferativos. Estos se describieron por primera vez en
Japén en el afio 2003® y el mecanismo patogénico subyacente radica en una
respuesta T deficitaria.®® En 2011 se propuso un modelo de clasificacion de estas
lesiones en 4 categorias diagndsticas con caracteristicas clinico-patoldgicas especificas:
hiperplasias reactivas, cuadros polimérficos nodales o extranodales y linfomas difusos
de células grandes.® Todas estas lesiones eran EBV positivas en distinta proporcion y
tenian una supervivencia diferente. En la clasificacidon de la WHO de 2008 se incluia la
categoria de DLBCL asociado a la edad. Sin embargo, como también existen casos de

(9

linfomas agresivos EBV positivos en pacientes jovenes,®? en la actualizacion de 2016

se prefiere clasificar estos casos como linfomas difusos EBV positivos, sin otra

especificacion (NOS).(27)

2. VIRUS HERPES ONCOGENICOS

El papel directo o indirecto de ciertos virus en el desarrollo de neoplasias
hematoldgicas se habia intuido desde hace afios en base a modelos animales.®**¥ En
las Ultimas décadas se ha demostrado de una forma concluyente la implicacién causal
de una variedad de virus en el desarrollo de determinados tipos de leucemias y
linfomas en el ser humano. La oncogénesis viral humana es compleja y todavia en gran
medida desconocida. Los virus con potencial oncogénico en el hombre pueden, en

lineas generales, clasificarse en dos grandes categorias: los retrovirus (virus RNA) y los

virus de la familia herpes (DNA), y dentro de cada grupo se identifican diferentes



Introduccion | 35

subtipos (Tabla 1). En esta tesis doctoral nos centramos principalmente en el papel de

los virus de la familia herpes y su implicacién en la linfomagénesis.

Tablal: Principales virus con potencial oncogénico

Retrovirus

Virus de la leucemia linfoma T (HTLV-1)
Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
Familia herpes virus

Virus de Epstein-Barr (EBV, HHV4)

Virus del sarcoma de Kaposi (KSHV, HHVS8)

Otros virus
Virus de la hepatitis C (VHC)
Virus herpes tipo 6 (HHV6)

2.1 Virus de Epstein-Barr

2.1.1 Ciclo viral

El virus de Epstein-Barr (EBV) también llamado virus herpes humano 4 (HHV4),
es uno de los 8 virus de la familia de los gamma herpes virus y uno de los virus mas
comunes en humanos. Se estima que el 95% de las personas se infecta durante los
primeros afios de vida. Aunque en la mayoria de casos la primoinfeccion es
asintomatica, en una proporcion de casos se desarrolla un cuadro agudo autolimitado
llamado mononucleosis infecciosa. Tras la primoinfeccién, se obtiene inmunidad
adaptativa a través del desarrollo de anticuerpos especificos contra el virus que
consiguen controlar la infeccién primaria pero no provocan su eliminacion completa.
De manera que el virus se queda de forma latente como un episoma dentro de las
células B de memoria durante toda la vida, con un equilibrio perfecto entre infeccién

viral silente y respuesta inmune. En los portadores de infeccién por EBV existen de
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manera continua niveles bajos de replicacion viral que permiten la transmisidn viral de

un individuo a otro a través de secreciones orales (Figura 6).(95)
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Figura 6. Ciclo viral de la infeccién por virus de Epstein-Barr

A) Tras el contacto con individuos infectados las particulas virales de la saliva entran en la cavidad oral del nuevo
huésped. Los virus penetran en el tejido linfoide y a través de la proteina de la capside gp350 el virus contacta con
CD21, expresado en las células B, y entra en la célula B con expresion del programa de latencia tipo IIl.

B) Cuando la célula B estd infectada, se produce proliferacién de células B que provoca activacién de células T no
especificas. Las células T ocasionan la aparicion de linfocitos atipicos en sangre periférica y si ésta es
suficientemente vigorosa provoca la aparicion de una mononucleosis infecciosa. Con el tiempo, se va
desarrollando inmunidad T especifica que conlleva la reduccidn del nimero de células B infectadas. En condiciones
normales, se controla la infeccidn y se entra en una fase de latencia donde el virus esta solamente presente en
escasas células B. La replicacion viral, ya sea en linfocitos o células epiteliales, provoca la liberacion de nuevas
particulas virales a través de las secreciones orales. En estados de inmunodeficiencia la respuesta citotdxica T estd
disminuida con el subsecuente riesgo de desarrollar proliferaciones linfoides asociadas al virus.

Adaptacion de Kutok et al 2006. (65)

Fase de latencia

El genoma (ADN) del EBV codifica para un gran numero de moléculas que
poseen una funcién especifica. Entre las mas importantes destacan dos ARN nucleares
(EBER1/2), tres proteinas latentes de membrana (LMP), y seis que codifican factores de

transcripcion (EBNAs). Cada uno de éstas tiene un papel determinado y ejerce
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funciones analogas a moléculas humanas con un papel destacado en la regulacion del

ciclo celular y la oncogénesis.

- Los EBERs son los RNAs no codificantes. Se expresan de manera muy abundante en
todas las células infectadas por el virus. Es por este motivo que su deteccién con
técnicas de hibridacion in situ es el método de eleccidon para la determinacidn de la

(96)

infeccion viral en tejidos. Inducen la senalizacion de Toll-Like receptor y la

(97)

produccién de interferén y citocinas proinflamatorias,”"’ asi como resistencia a la

apoptosis.®®

- EBNA1 se encarga del mantenimiento del episoma viral y protege a la célula
infectada de la muerte celular.®® También aumenta la inestabilidad gendmica a través

de la regulaciéon de Rag-1y Rag—2.(1°°)

- EBNA-2 es un andlogo de NOTCH y actla a través de la inhibicidon de la proteina

represora RBP-Jkappa y promueve la activacion de genes diana de células B.\1o

-LMP1 es la principal proteina oncogénica del virus. LMP1 es suficiente para
transformar fibroblastos de ratas y es indispensable para la transformacién de células

B in vitro. Imita funcionalmente al receptor CD40,!*%?

el cual se expresa de manera
constitutiva en la membrana de la célula B y participa en la activacidn y proliferacion
de las células B. LMP-1 proporciona sefiales de proliferacién a través de la activaciéon
de diversas vias como NF-kB, PI3K/Akt, MEK-ERK y JNK-AP-1 MAPK. También aporta
sefiales de progresidn del ciclo celular con la activacidon de la kinasa 2 dependiente de
ciclina (Cdk2) y la fosforilacién de la proteina del retinoblastoma (Rb) e inhibe p16 y
p27. Asimismo, también proporciona sefiales anti apoptéticas mediante la activacidon
de BcL2"® y regula una gran variedad de genes relacionados con el ciclo celular.™®*
106) Recientemente se ha descrito también gue LMP1 activa la expresién del promotor

de PD-L1, el cual se halla expresado hasta en un 70% de los PTLD.®%

- Las proteinas LMP2, LMP2A y LMP2B no son esenciales para la transformacion
inducida por EBV. Sin embargo, la expresion de LMP2A en células B de ratones
transgénicos impide el desarrollo normal de células B y puede impulsar la proliferacion

y la supervivencia de las células B en ausencia de sefializacion del receptor de células B
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(BCR) a través de la activacion de la via de PI3K-AKT. Ademas, induce la expresion de
una gama de genes que estan implicados en la inducciéon del ciclo celular, la inhibicidn

de la apoptosis y la supresion de la inmunidad mediada por células.™*" %

La expresién de las diferentes proteinas del virus es diferente en las células
normales y en las neoplasicas. En este sentido, se han descrito tres tipos de expresion

o latencia cada uno relacionado con subtipos especificos de linfomas (Figura 7).(110)

Latencia tipo I: Unicamente hay expresion de EBNA1 y EBERs. Es el patrén de
latencia que se expresa en portadores sanos y en los linfomas de Burkitt. Las células T
citotéxicas no reconocen a EBNA1 debido a una repeticién larga glicina-alanina, de
manera que las células infectadas pueden evadir con facilidad el sistema inmune y

permanecer en estado latente en células de memoria durante toda la vida.

Latencia tipo |l: Este patrén se divide en latencia tipo lla y tipo Ilb. Ambas

comparten caracteristicas pero difieren en la expresidn de las proteinas necesarias en

la transformacion celular.

Latencia tipo lla: es la latencia propia del linfoma de Hodgkin, de los
carcinomas nasofaringeos y de los linfomas T/NK y se caracteriza por mostrar

expresion de EBNA1, LMP1y LMP2. Otros EBNAs son caracteristicamente negativos.

Latencia tipo Ilb: este patron se identificd en células infectadas in vitro de
leucemia linfatica crénica y se caracteriza por la expresiéon de todas las proteinas EBNA

y por la ausencia de LMP1.

Latencia tipo lll, el programa de crecimiento: en esta fase, se expresan

todas las proteinas de latencia del virus de manera que es el programa mas
inmunogénico de todos. Las células que se encuentran en latencia tipo lll solamente
pueden existir o bien durante la fase aguda de la primoinfeccién antes que se
desarrolle una respuesta T capaz de controlar la proliferacion de células infectadas o
bien en estados de severa inmunosupresién en que existe una falta de respuesta T

eficaz, capaz de controlar la infeccion viral.
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EBV

Latencia | Latencia lll

Latencia ll LMP1
LMP2
LMP1
LMP2

EBNAL
EBNAs
EBNA1
- Linfoma de Burkitt
- Linfoma primario de Linfomas asociados a
cavidades Linfoma de Hodgkin INmunosupresion

Figura 7: Patrones de latencia del EBV. Modificado de Kutok et al, 2006. (63)

Fase litica o de replicacion

Ademas de la fase de latencia, una caracteristica comun de todos los herpes
virus es que existe una fase litica o de replicacién(gs) durante la cual se producen
particulas virales. Los genes de fase litica se producen en tres estadios consecutivos:
inmediatos-tempranos, tempranos y tardios. Los genes inmediatos-tempranos (BZLF1
o ZEBRA y BRLF1 o EADE-31) promueven la expresidn de los genes de fase litica tardios
y participan en la replicacién, metabolismo viral y el procesamiento antigénico.
Algunos genes de fase litica tardios, como VCA (del inglés, viral capside antigen),
tienen papeles estructurales y son indispensables para la formacion de la capside viral
y otros como BCRF1 ayudan al virus en la evasion del sistema inmune.™? Otros genes
de fase litica tienen un papel en el desarrollo tumoral ya que promueven la
supervivencia de la neoplasia al actuar de forma andloga a BCL2.M%113) clasicamente
se asociaba el poder oncogénico de EBV solamente a la fase de latencia. No obstante,
en modelos animales, se ha demostrado que la fase litica juega también un papel
crucial ya que los ratones infectados con cepas de EBV con capacidad replicativa

desarrollan mas linfomas.™* La importancia de la deteccién de replicacién viral en
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linfomas humanos relacionados con EBV no esta bien estudiada. Sin embargo, como se
reporta en las paginas 24-25, su analisis seria de vital importancia en muestras
humanas de sindromes linfoproliferativos EBV positivos debido a las implicaciones

terapéuticas que este hallazgo pueda conllevar.

Cepas variantes

Actualmente sabemos que EBV puede dividirse en dos tipos, EBV-1 y EBV-2 (o
tipo Ay B, respectivamente), que se distinguieron en base a diferencias génicas en los
antigenos nucleares (EBNAs).!'*>®) Se ha sugerido que las variaciones en la secuencia
del virus pueden conducir a una interaccién distinta con las células huésped, la evasiéon
inmune y la transformacién. EBV-1 se describe como mas capaz de transformar las
células B y es predominante en los paises occidentales y asidticos, EBV-2 parece
transformar las células menos eficientemente y se encuentra mas frecuentemente en
Africa.""* Una de las variaciones mas estudiadas en la secuencia del genoma de EBV es
una delecion de 30 pares de bases en el extremo carboxi terminal de Lmp1, 18119 |4
cual parece estar asociada al desarrollo de carcinoma nasofaringeo y se ha asociado a
un fenotipo mas agresivo de algunos sindromes linfoproliferativos EBV positivos.(lzo) Su
prevalencia varia en funcién del area geografica, por lo que algunos autores han
seflalado que la delecién de LMP1 es sélo un polimorfismo geografico y no una

variacién asociada a distintos fenotipos de enfermedad.*?

2.1.2 Deteccidn viral precoz en sangre periférica

Como se ha mencionado en apartados anteriores, una de las medidas
terapéuticas disponibles para el manejo de los sindromes linfoproliferativos EBV
positivos es la reduccién de la inmunosupresién, medida poco agresiva y
especialmente efectiva en estadios precoces. Por este motivo se han intentado
desarrollar estrategias de cribado en pacientes con ID para la deteccidén precoz y para
seleccionar pacientes con mayor riesgo de desarrollar sindromes linfoproliferativos. La

mayoria de estudios en este campo se centran en la monitorizaciéon de EBV en el



Introduccion

contexto de pacientes trasplantados. Sin embargo, la determinacidn seroldgica del
estatus viral no puede ser usada como herramienta para detectar la infeccidn después
del trasplante, ya que una vez empezado el tratamiento inmunosupresor, estos test
pierden su valor predictivo positivo por la respuesta humoral deficitaria del
huésped.(m) Ademas, la adquisicidén pasiva de anticuerpos en las transfusiones que se
realizan en estos pacientes puede dificultar la interpretacién de anticuerpos anti IgG
del virus. Por el contrario, la cuantificacién de la carga viral si que puede utilizarse
como herramienta para la monitorizacion del riesgo de desarrollo de los PTLD-EBV
positivos.(m) Sin embargo, el punto de corte exacto para la toma de decisiones
terapéuticas no estd todavia definido ni estandarizado.*?**) Ademas, es todavia
motivo de debate si la carga viral tiene que ser analizada en plasma, en sangre total o
en linfocitos, aunque parece que el estudio de sangre total o linfocitos aporta
resultados mas sensibles aunque menos especificos.mG) Otra aproximacion, es el
estudio conjunto de carga viral junto a la medicion de la respuesta T especifica anti
EBV. Una respuesta T disminuida y una carga viral elevada parecen tener un valor
predictivo positivo para el desarrollo de PTLD."" También se ha constatado que el
estudio de expresion de genes de fase litica en relacién con genes de latencia en
sangre periférica es una herramienta util en el seguimiento de estos pacientes.(m)
Aunque su uso no estd estandarizado en la rutina diagndstica de los pacientes

trasplantados.

2.1.3 Sindromes linfoproliferativos asociados al EBV

En la tabla 2 se enumeran las diversas entidades relacionadas con EBV. En color
azul se sefialan aquellas proliferaciones linfoides en que la deteccién del virus no es

indispensable para el diagndstico de la enfermedad.
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Tabla 2: Sindromes linfoproliferativos asociados a infeccién por EBV

Proliferaciones epiteliales
Leucoplaquia oral vellosa
Carcinoma indiferenciado

Proliferaciones linfoides

Linea B

Linfoma de Burkitt

Linfoma de Hodgkin cldsico

Sindromes linfoproliferativos post-trasplante
SLP asociados a ID

Granulomatosis linfomatoide

Linfoma plasmablastico

Linfoma primario de cavidades
Proliferaciones B asociadas a linfomas T foliculares
Mononucleosis infecciosa

Linfoma de células grandes EBV positivo, NOS
Infeccidn crénica activa

Ulcera mucocuténea

Sindrome linfoproliferativo germinotrépico
Linea T/NK

Linfoma de células T/NK extranodal, de tipo nasal

Leucemia agresiva de células NK

SLP de la infancia de células T EBV positivos

2.2 Virus herpes tipo 8 o virus del Sarcoma de Kaposi

2.2.1 Ciclo viral

El virus herpes tipo 8 (HHV8), es un gamma herpes virus que tiene una doble
cadena de DNA cuyo genoma codifica 87 marcos de lectura abiertos (ORFs, del inglés
open reading frame) y microRNAs. Del mismo modo que otros miembros de la familia

de y-herpesvirus, el ciclo vital de HHVS8 se divide en dos fases distintas, la fase litica y la
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fase latente, que se caracterizan por distintos patrones de expresion génica.(m) Ambas
fases son importantes para la persistencia a largo plazo del virus en el huésped, y los
productos génicos de ambos programas desempefian un papel critico en la

patogénesis de las distintas enfermedades asociadas a HHVS.

Fase de latencia:

Durante la latencia, se expresan un nimero limitado de genes virales, como
ORF73, ORF72, ORF71 y ORFK12 junto con 12 microRNAs que facilitan el
establecimiento de la infeccidn viral latente y la supervivencia a la respuesta inmune
del huésped.**%? Estos genes también estan implicados en la oncogénesis inducida
por HHV8 mediante la promocién del crecimiento y supervivencia celular y la induccién
de citocinas inflamatorias. Durante esta fase, el genoma del virus persiste como un
episoma en el nucleo de las células infectadas. Los distintos genes de latencia del virus
estan implicados en distintas vias de sefializacién celular para permitir un adecuado

establecimiento y mantenimiento de Ia latencia.™?

- El antigeno de latencia nuclear 1, LANA-1 (ORF73) se expresa de manera muy
abundante en todas las células latentemente infectadas por el virus. Es por este
motivo que es el método de eleccidén para la determinacién de la infeccion viral en
tejidos. Se encarga del mantenimiento del episoma viral durante la division celular y
tiene propiedades antiapoptéticas a través de la inhibicidon de p53 y es un potente
regulador del ciclo celular mediante la inhibicion de la proteina del retinoblastoma
(Rb).

- v-Ciclina (ORF72) es homdloga de la ciclina D1 humana. Inhibe p27kip1 e induce el
ciclo celular a la fase S mediante la fosforilacion de Rb.

- V-FLIP (ORF71) activa la via de NF-kB e inhibe la reactivacién de la fase litica, de
manera que promueve la latencia y persistencia viral. Es también un inhibidor de la

apoptosis mediada por Fas y participa en la via de sefializacion de NOTCH.
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Fase litica:

Las células con infeccion latente pueden reactivarse por estimulos
intracelulares o extracelulares especificos o sustancias quimicas que afectan a los
factores reguladores de la cromatina, tales como el acido valproico, la hipoxia y el

butirato!*3¥

como resultado de lo cual, el episoma viral gradualmente relaja su
estructura compacta de la cromatina, y da lugar a la expresién de todos los genes
virales y la produccién de particulas viricas infecciosas.™® El primer gen litico que se
expresa durante la replicacién en los linfocitos B es un gen inmediato temprano (IE),
RTA (ORFSO),(BG) que desencadena la expresion de genes tempranos necesarios para la
replicacién del DNA viral, asi como la expresiéon de otros genes tardios. 739 |
proceso de transicion de la fase de latencia a la fase litica no estd todavia bien
caracterizado, pero sabemos que la expresién secuencial de estos productos liticos
viricos promueve la proliferacién celular, la angiogénesis y la inflamacién local.(140:142)
También puede darse la expresidon de algunos genes de fase litica en ausencia de
expresion de RTA. Por ejemplo XBP1, un factor de transcripcion asociado a la
diferenciacién plasmocelular, puede activar viL6 que es un gen tipico de replicacidon

. 142 . ., . ..
viral.**? A continuacién se enumeran algunas de las funciones de los principales genes

de fase litica del HHVS.

- K1: regula la fase litica y activa las vias de MEK/Erk y PI3K/Akt. Su
sobreexpresién se asocia a propiedades oncogénicas y promueve la
angiogénesis.

- K15: regula la fase litica y activa las vias de MEK/Erk y NF-Kb. Promueve la
angiogénesis y la capacidad de invasidon de las células endoteliales asi como la
produccién de citocinas proinflamatorias.

- vIL6: Promueve la proliferacién de células B y la angiogénesis. Induce la

secrecion de VEGF y de IL6. Su expresidn esta regulada por NOTCH intracelular.

El perfil de expresion viral, del mismo modo que ocurre con EBV, es diferente
entre los diversos sindromes linfoproliferativos asociados a HHVS8, de manera que en el

sarcoma de Kaposi o en el PEL la mayoria de las células estan en fase de latencia y
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solamente un pequefio porcentaje expresa genes de fase litica, mientras que la
mayoria de células en los casos de MCD expresan vIL6 y VLRF1.1431%) pe hecho, los
niveles séricos de las distintas proteinas del HHV8 pueden discriminar entre pacientes

con sarcoma de Kaposi y aquellos que ademés presentan una McD.™®

2.2.2 Deteccidn viral precoz en sangre periférica

El DNA viral de HHVS, del mismo modo que el del EBV, se puede detectar en
plasma y en células mononucleares de sangre periférica.(m) Sin embargo, su valor en
pacientes inmunodeprimidos no estd tan estudiado como el del EBV. El valor de la
carga viral para la monitorizacion y seguimiento de pacientes con MCD o PEL es

(148) ya que la mayoria de los estudios en este campo se centran en el

todavia incierto,
rol de la carga viral del HHV8 en la progresién del sarcoma de Kaposi, enfermedad con
lesiones visibles en la mayoria de los casos. 149150 Ademas, en ausencia de sintomas
inflamatorios sistémicos evidentes por sobreproduccion de IL-6 o de sarcoma de
Kaposi, parece que la determinacién de los niveles plasmaticos de HHV8 no estaria

indicada.™?

2.2.3 Sindromes linfoproliferativos asociados a HHV8

Clasicamente los sindromes linfoproliferativos asociados a la infeccién por
HHV8 eran la MCD y el PEL. Sin embargo, recientemente se han reconocido nuevas
entidades, como el sindrome linfoproliferativo germinotrépico (GLPD) y el DLBCL HHVS8
positivo ademas de describirse diversos casos con hallazgos Unicos o de solapamiento
entre ellos, lo que sugiere que el espectro de estas lesiones es mas amplio que el
reconocido hasta el momento. En la tabla 3 se resumen las caracteristicas clinico-

patoldgicas tipicas de los sindromes linfoproliferativos HHV8 positivos.
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Tabla 3: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los principales sindromes linfoproliferativos HHV8 positivos

HIV

Presentacion

Morfologia

Fenotipo

HHV8
EBV

Clonalidad

Célula de origen

Mutacién de I1G

Prondstico

MCD

+

- Linfadenopatia generalizada
- Esplenomegalia
- Sintomas constitucionales

- Grados variables de
deplecion folicular

- Plasmablastos en la zona del
manto

- Plasmocitosis interfolicular

Antigenos B +/-
1gM A+
IRF4+
CD138-

5

Policlonal

Células B naif

No mutado
Medio
(mejora con nuevos
tratamientos)

GLPD

Linfadenopatia localizada

Arquitectura preservada y
centros germinales repletos
de plasmablastos

Antigenos B—
Restriccion de cadena ligera
Aok
CD138-

CD30+/-

-

+
Policlonal/
Oligoclonal

Célula B del centro germinal
Mutacién

Buena respuesta al
tratamiento

PEL

+

Derrames/
masas tumorales

Células plasmablasticas en
los derrames/
sabanas de plasmablastos

CD45+
Antigenos B—
Ig-
CD138+/-

Clonal

Célula B post centro germinal
Mutacion

Pobre
(pocos meses)

HHVS8-DLBCL, NOS

+

Enfermedad diseminada con
afectacion de territorios
extranodales

Sédbanas de plasmablastos

Antigenos B +/-
1gM A+
IRF4+
CD138+

+

Clonal

Células B naif

No mutado

Pobre

Enfermedad de Castleman multicéntrica

Bajo el eponimo de enfermedad de Castleman, se incluyen diversas
enfermedades que comparten entre ellas caracteristicas histoldgicas pero que sin
embargo, tienen etiologias diversas y comportamiento clinico distinto.**? Por su
asociacién a la infeccidn por HIV y su relacién con HHV8 nos centraremos solamente

en la MCD.

Virtualmente todos los casos de MCD en pacientes HIV positivos se asocian a la
infeccion por HHV8 aunque también existen casos de MCD HHVS8 positivos en
pacientes HIV negativos. Los pacientes se presentan tipicamente con fiebre,

sudoracion, fatiga, presencia de linfadenopatias, esplenomegalia, citopenias e
hipoalbuminemia.(153) Histolégicamente, acostumbran a ser formas mixtas entre la
variante hialino-vascular y la plasmocelular. Generalmente la arquitectura ganglionar
estd preservada y se identifican foliculos linfoides con grados variables de involucion y
centros germinales muy vascularizados con zonas del manto hiperplasicas, en el que

destacan células grandes de tipo plasmablastico positivas para HHV8 con expresion de
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IgM y restriccion de cadena ligera lambda (Figura 8). Los plasmablastos presentes en la
zona del manto son positivos para OCT2, BLIMP1 e IRF4, no presentan expresion de
PAX5 y tipicamente son EBV negativos.™® La zona interfolicular estd ocupada por
numerosas células plasmaticas de aspecto maduro y politipicas junto a una
vascularizacion muy prominente. Aunque la proliferacién plasmabldstica es
monotipica, el reordenamiento del gen de las inmunoglobulinas muestra un patrén

policlonal y no existe hipermutacién somatica lo que sugiere un origen en una célula B
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Figura 8: Caracteristicas
histoldgicas de la
enfermedad de Castleman
multicéntrica A) Foliculos
deplectivos con marcada
vascularizacion B)
Plasmablastos en la zona del
manto positivos para HHV8-
LANA1; C) Positividad de los
plasmablastos para IgM D-E)

Do pias O o
o ,,;‘j-}f% C i : SISRT gty tincidn para cadenas ligeras
e W T G : , SR i ° lambda y kappa
O %00 2.9 Ei" .
« v',o';:}:; aged 8 ‘ respectivamente que
o “‘(m’ ' o muestran restriccion de
B . cadena ligera lambda.

En referencia a la naturaleza policlonal pero con restriccion lambda de los
plasmablastos infectados con HHV8 se han postulado dos hipdtesis. O bien existe una
tendencia por parte del virus a infectar a células que expresan cadena ligera lambda o
bien existe una expansidn selectiva de las células lambda en respuesta a la infeccién
viral."®) Existen evidencias a favor y en contra de ambas hipdtesis. La deteccion de

restriccion kappa en otros linfomas asociados a HHV8™® no favorece la primera
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hipdtesis. Sin embargo, existe un estudio que emplea células amigdalares infectadas
por HHV8 exvivo en el que se observaron mas células lambda que kappa lo que sugiere
una infeccidn preferencial hacia este tipo de células para asi establecer la infeccion
latente.") Ademas, en modelos animales la expresion dirigida en células B del gen
VFLIP de HHVS8, que es un activador de la via de NF-kB, provoca un aumento de células
lambda lo cual apoya que genes como VFLIP también podrian estar implicados en esta

expresion preferencial de cadena ligera lambda por las células de la mMcp.®#

Aunque el prondstico de la MCD es pobre, existen estrategias que combinan
distintos farmacos como el rituximab, la terapia anti-viral y las terapias anti IL-6 que
han demostrado aumentar la supervivencia.™*>*%®* por ejemplo, Tocilizumab vy
Siltuximab son dos inhibidores de la sefializacién de IL-6 cuyo uso estd aprobado para
el tratamiento de la MCD idiopatica desde 2005 por haber demostrado superioridad

clara frente al placebo.(166'168)

Enfermedad de Castleman multicéntrica con agregados de plasmablastos

Es conocido en la literatura que existen casos de MCD en que los plasmablastos
no estan solamente limitados en la zona del manto sino que tienden a formar
agregados dentro y fuera de los centros germinales, situacién que plantea el
diagndstico de linfoma difuso de células grandes HHV8 positivo. Este hallazgo fue
denominado microlinfoma durante varios afios.'®  Actualmente la WHO®” ha
abandonado el término microlinfoma probablemente por una falta de criterios
histolégicos claros y por ser un concepto ambiguo desde el punto de vista clinico. Sin
embargo, se han descrito situaciones limites desde el punto de visto histolégico entre

la MCD vy el linfoma difuso de células grandes B HHV8 positivo, NOS.
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Linfoma difuso de célula grande B HHV8 positivo, NOS

Se trata de una nueva entidad reconocida en la clasificacion revisada de la WHO
gue generalmente se desarrolla en pacientes con historia previa o concomitante de
MCD,m) aungque existen casos similares en que no se puede demostrar la existencia de
MCD de un modo fehaciente."’”?’ Su reconocimiento es dificil ya que debido al escaso
numero de casos y al solapamiento con otras entidades como el PEL extracavitario no

existen todavia criterios firmes y reproducibles para su diagndstico.

Los pacientes acostumbran a presentar los sintomas clinicos de MCD y aunque
caracteristicamente afecta a los ganglios linfaticos y/o bazo, puede diseminarse a otras
visceras como higado, pulmén y tracto gastro-intestinal o incluso en algunos casos
presentar expresion leucémica con afectacion de sangre periférica.*>") Desde el
punto de vista histoldgico existe una alteracién completa de la arquitectura esplénica o
nodal por sabanas de células grandes con morfologia inmunoblastica/plasmablastica
gue generalmente acostumbran a tener ndcleo excéntrico con uno o dos nucléolos.
Estas células son todas positivas para LANA-1 y del mismo modo que ocurre en la MCD
los plasmablastos expresan IgM lambda. La hibridacién in situ para EBV es
caracteristicamente negativa. A diferencia del PEL los genes de las inmunoglobulinas
no estdan mutados y se postula que son tumores originados en una célula B-naif. Es una

neoplasia agresiva con mal prondstico.

Linfoma primario de cavidades

El linfoma primario de cavidades (PEL) es una entidad clinico-patoldgica que se
caracteriza por la proliferacién neoplasica de células grandes B en derrames sin masas

tumorales evidentes. Es un tumor universalmente asociado a la infeccién por HHVS.

. .. . (1721
Aunque puede darse en otros contextos de |nmunodef|C|enC|a,( 72173) o PEL
ocurre principalmente en pacientes HIV positivos o en pacientes ancianos en sitios
endémicos para el virus como el area mediterranea.t’ Tipicamente presenta co-

infeccion por HHV8 y EBV a pesar que este ultimo no es imprescindible para su
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diagndstico. Los pacientes se presentan con derrames en ausencia de linfadenopatias u
organomegalias. Aunque la mayoria debutan como enfermedad localizada en las
cavidades puede darse extensién a érganos adyacentes bien sea en el momento del
diagndstico de la enfermedad o durante su evolucién. Cuando la forma de
presentacion inicial es en forma de masas tumorales, se utiliza el término PEL
extracavitario. Morfolégicamente, estd formado por células inmunobldsticas o con
morfologia anapldsica con nucleos grandes hiperlobulados, nucléolo evidente y
citoplasma amplio. Inmunofenotipicamente, tienden a perder la expresiéon de
marcadores de linea B como CD20, CD79a o PAX5 y no expresan inmunoglobulinas de
superficie. Pueden expresar de forma variable CD30, EMA, CD138 y CD38 y expresar de
manera aberrante marcadores de linea T. Los genes de las inmunoglobulinas estan
reordenados y presentan hipermutacion somadtica, lo cual sugiere que la célula de
origen es una célula post centro germinal. Existen multiples alteraciones genéticas
descritas, como las ganancias en el cromosoma 12 y X, lo que apoya que hay otros
eventos genéticos involucrados en la patogénesis ademds del HHVS8. El prondstico es
pobre con una supervivencia media inferior al afio. Se han descrito casos anecdéticos

. .. .. .. 17
con respuestas a tratamientos quimioterapicos y/o modulacién inmune.®”

Sindrome linfoproliferativo germinotropico

Los sindromes linfoproliferativos germinotrépicos (GLPD) se describieron por

primera vez en el afio 2002%78)

y desde entonces se han descrito solamente 14 casos
(Tabla 4).(176’186) Aunque existen unas caracteristicas comunes, los casos descritos son
pocos y ademas hay evidencia que pueden haber casos de GLPD con caracteristicas

;. . ;. . 180,1
clinicas o histolégicas poco convencionales. 818

Los GLPD afectan tipicamente a pacientes HIV negativos y se presentan como
enfermedad localizada en la region de cabeza y cuello.t7® Histoldgicamente se observa
preservacién global de la arquitectura nodal. La poblacién neoplasica estd limitada a
los centros germinales que se encuentran reemplazados por células de tipo

plasmablastico. Los foliculos no afectados pueden ser regresivos y simular una MCD.
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Tipicamente existe plasmocitosis interfolicular con aumento de la vascularizacién. Los
plasmablastos neoplasicos presentan de forma caracteristica coinfeccién por EBV y
HHVS8 y tienen restriccién de cadenas ligeras (kappa o lambda). Los marcadores CD20,
CD79a, CD138, BCL6 y CD10 tienden a ser negativos con expresion variable de CD30. El
marcador que se expresa de manera mas constante es IRF4. A pesar de que en la
mayoria de los casos se consigue demostrar restriccidn de cadenas ligeras, el
reordenamiento del gen de las inmunoglobulinas suele ser policlonal, probablemente
debido a que normalmente la poblacidn neoplasica representa solamente una
pequefia proporcién de la poblacién linfoide nodal. Los blastos en los GLPD tienen
mutaciones somaticas y variacion interclonal de los genes de las inmunoglobulinas, lo

1.1276) Aunque la mayoria de

que apoya un origen en las células B del centro germina
casos responden bien a la quimioterapia o a la radiacion, existen casos descritos con
evolucién a linfoma difuso de célula grande B.(18018) Ecte hallazgo refuerza la idea de

gue representan un espectro mas amplio de lo que actualmente esta establecido.

Sindrome inflamatorio por produccion de citocinas asociado a HHV8

KICS es la abreviatura empleada para referirse al sindrome inflamatorio por
produccién de citocinas asociado al HHVS8. Este sindrome, que no se encuentra en la
clasificacién de los sindromes linfoproliferativos asociados a HHV8 de la WHO, se
describié en 2010?77 4 partir de la observacidon de que algunos pacientes sin
evidencia histolégica de MCD presentaban sintomas y hallazgos de laboratorio
similares a los pacientes con evidencia histolégica de MCD. Ahora conocemos que
estos sintomas se explican por la sobreproduccion de citocinas, particularmente la vIL-
6 por parte de las células infectadas por el virus. Estos pacientes tienen una carga viral
y niveles séricos de IL-6 viral y humana elevados pero no evolucionan a MCD. El
sustrato histolégico de este sindrome no estd bien caracterizado. Algunos de estos
pacientes se recuperan de su enfermedad con tratamiento antirretroviral y otros

fallecen por evolucion a sarcoma de Kaposi o por infecciones intercurrentes.
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Tabla 4: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los casos publicados de sindromes linfoproliferativos germinotrépicos

Caracteristicas clinicas Inmunofenotipo Molecular
, ., . Seguimiento, Marcadores de IRF4/
Fuente Edad, género ID Presentacion Tratamiento Evolucién células B MUM1 K/L VEB/HHVS IGHV
1 (176) Ganglios linfaticos axilares y SEE, CD20- CD79a- Pico
bu'0z 4LM VHC cervicales, 6 afios evolucion CHOPx6 7 afios CD138- CD38- ND L + dominante
Ganglios linfaticos
109 (176) ; L SEE, CD20- CD79a-
+/+
Du’02 61,M No subman~d|bular e |r.1’guma|, 4 RT 15 aftos CD138- CD38+ ND L /
afios evolucién
Ganglio linfatico inguinal y para CD20- CD79a- .
1009(176)
Du’02 63,F No abrtico ND CD138- CD38+ ND K +/+ Policlonal
Linfadenopatia generalizada, Prednisona Fallecido por
Seliem’07"* 45,M HIV derrames, EMG, sintomas By ATB P CD20 focal + L +/+ Policlonal
R . . Enfermedad
leucemizacion Ciclofosfamida
D’Antonio ‘07 Ganglio linfatico laterocervical y SEE, CD20-, CD79a- .
and’11541%2 60,M No sintomas B No 7 afios CD138- * K A Policlonal
14 4(183) TP . SEE, CD20-, CD79a- .
Oh’11 75,M EPOC Ganglio linfatico submandibular CHOPx4 19 meses CD138+ K +/+ Policlonal
S . Progresion a linfoma
A (180) VHC, Ganglio linfatico mesentérico y CD20-, CD79a-
Courville’14 63,F VHB anemia hemolitica EBV+/HHV8+ PAX5-, CD138- * t s
SEE,13 meses
ot & mreses do svahicom St €020-,CD79%-
Taris'14"% 49,F No e o RT Lo PAXS5-,CD138-, + L ++ Policlonal
junto otros ganglios linfaticos Mads de 1 afio L.
o CD38+débil
aumentados de tamafo
Papoudou- Ganglio linfatico cervical y CD79a-, CD38-
Bai’15"%" 3M No supraclavicular ND ND CD138- * */+
11 5(178) . . . SEE, CD20-, CD79a- No .
- + +/+
Bhavsar’17 84,F No Linfadenopatia generalizada R-CHOPx6 6 meses PAXS- CD138- ST / Policlonal
Bhavsar'17%7® 58.M No Masa axHaE de creamler?tlo Cirugia DLBCL EBy+/HHV8— CD20-, PAXS- + 4+
lento, 10 afios de evolucion y fallecimiento
D20-,CD1
Bacha’17""” 78. F VHC Adenopatias inguinales No tratamiento ND ¢ 2lf;§8+38+ ND K +/+ Policlonal
SH2015-27"7) 84 No Ganglio linfatico ND ND CDZ?B 1(:3%?93" ND K=L +/+ ND
Indolente con
SH2015-358"7 60 No Ganglio linfatico No tratamiento linfadenopatia estable ¢b20-, D793, ND No. , +/+ ND
CD138- expresion

tras 1 afio de seguimiento

M indica masculino; F: femenino; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crdnica; VHC: virus hepatitis C; VHB: virus hepatitis B; EMG: esplenomegalia; CHOP:
ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona; RT: radioterapia; SEE: sin evidencia de enfermedad; ND: no disponible; L: lambda; K: kappa
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3. DIFERENCIACION PLASMOCELULAR Y ONCOGENESIS
ASOCIADA A VIRUS HERPES

3.1. Mecanismos de diferenciacion plasmocelular de las
células B maduras.

3.1.1 Diferenciacidn plasmocelular T independiente

Algunos antigenos pueden activar las células B directamente sin la participacion
de las células T. Cuando las células B naif encuentran el antigeno, se transforman en
células blasticas proliferantes que madurardn a células plasmaticas de vida corta sin
generarse células de memoria. Estas células plasmaticas son productoras de IgM vy
serdn las responsables de la respuesta inmune primaria. Los anticuerpos generados en
este tipo de respuesta tienen una afinidad mas baja por el antigeno que los generados
por la respuesta dependiente, ya que no existe el proceso de hipermutacidon somatica

. . 1
de los genes de la mmunoglobulma.( 88)

3.1.2 Diferenciacion plasmocelular T dependiente. Reaccion
de centro germinal

Los ganglios linfaticos son el lugar principal de maduracion de la afinidad y de Ia
expansion de la respuesta inmune adaptativa. Antes de entrar en los centros
germinales, las células B naif circulan en la sangre periférica y entran en las zonas ricas
en células T perivasculares del bazo y en los mantos de los centros germinales de los
ganglios linfaticos. Aparte de las células plasmaticas de vida corta generadas mediante
la respuesta T independiente, existen células B que no se diferencian directamente a
células plasmaticas sino que deben formar centros germinales en los que tiene lugar
un complejo conjunto de reacciones durante diversos dias. Al contactar con el

antigeno presentado por las células dendriticas las células B inician la reaccion de
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)(189) y experimentan una rapida proliferacién acompanada de

centro germinal (Figura 9
la hipermutacion de la regién variable del gen de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IgHV) reordenada, asi como de la activacién de la maquinaria de
recombinacion somatica que conduce al cambio de isotipo de inmunoglobulina.
Solamente las células que expresen un anticuerpo de superficie (BCR, del inglés B-cell
receptor) con suficiente afinidad por el antigeno conseguiran hacer frente a la
maquinaria de respuesta al dafio gendmico que se activa durante estos procesos de
edicion de los genes de las inmunoglobulinas y asi no entrar en apoptosis. Los ciclos
repetidos de proliferacién/mutacién y seleccion de clones conducen a la expresion de
un BCR “maduro” de suficiente afinidad en la superficie citoplasmdtica. La
recombinacion de los isotipos también ocurre en el centro germinal. Unos 10-12 dias
post-inmunizacién la reaccién de centro germinal llega a su maximo. Cuando los
centros germinales se disipan, se generan células B de memoria y plasmablastos
secretores de anticuerpos que posteriormente se diferenciaran a células plasmaticas.
Es crucial que la diferenciacién terminal no ocurra antes de la maduracién de afinidad
y la recombinacién de isotipo para que las células de memoria y las células plasmaticas

sean de alta afinidad.

y
Yy
6%
Célula

Cambio )
plasmatica

isotipo 1G Y
13G7/A°
e — 1gM"/D"
Hipermutaciones s ¥
somatica 13G°/A"
IgM*/D Célula Bde
memoria

. /n- IgM/D* )
IgM°/D Sig
Célula B naif N Apoptosis

Seleccin
negativa

CENTRO
GERMINAL

Figura 9: Diferenciacidon plasmocelular. Reaccidon de centro germinal.
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Este proceso estd controlado por multiples mecanismos y distintos genes que
actdan a diferentes niveles. PAX5 y BCL6, son dos factores de transcripcién implicados
en inhibir la diferenciacion terminal de la célula B durante la reacciéon de centro
germinal. También es importante destacar el papel que juega XBP1. XBP1 fue el primer
factor de transcripcién identificado como necesario para la diferenciacién plasmacitica.
Diversos estudios con ratones knockout revelan que es indispensable para el desarrollo
de los drganos secretores como el higado y que se expresa a altos niveles en las células
plasmaticas. Los ratones quiméricos xbpl-/-, rag2-/- permiten delecionar el gen
exclusivamente en las células B. Estos ratones son capaces de desarrollar linfocitos B
que pueden proliferar e incluso desarrollar centros germinales, no obstante tienen
marcadamente disminuida su capacidad de secretar inmunoglobulinas tanto in vitro
como in vivo en respuesta a estimulos de diferenciacion. Ademas, no desarrollan
células plasmaticas lo que sugiere que XBP1 es importante para la diferenciacién

plasmocelular.

XBP1: diferenciacion plasmocelular y respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico

El reticulo endoplasmatico (RE) es un compartimiento dinamico donde tiene
lugar el plegamiento y el control de calidad de las proteinas sintetizadas. Las proteinas
deben estar correctamente plegadas y ensambladas para cumplir con sus funciones
asignadas por el cddigo genético. Las células han desarrollado sistemas para solucionar
los errores de plegamiento proteico que se ponen en marcha cuando las proteinas mal
plegadas se acumulan en el RE. Las células eucariotas atenuan la translacion para
disminuir el volumen en la maquinaria de plegamiento y también inducen la
transcripcion de proteinas chaperonas localizadas en el RE para aumentar la capacidad
de plegamiento. Esta compleja via adaptadora que regula la homeostasis del RE y que
permite a la célula manejarse con gran cantidad de proteinas se conoce como “via de
estrés del reticulo endoplasmatico o en inglés unfolded protein response” (ERE/UPR).

Uno de los principales moduladores de esta respuesta es precisamente XBP1, un
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potente factor de transcripcion que regula la expresiéon de genes que aumentan la
capacidad del sistema de plegado de proteinas o la degradacién de proteinas mal
plegadas. La expresiéon de XBP1 es necesaria para que las células B cambien el
programa de diferenciaciéon a células plasmaticas secretoras de inmunoglobulina.
Durante el proceso de diferenciacién plasmocelular la sefializacion de la UPR activa
xgp1190) para controlar los cambios que deben tener lugar en el RE necesarios para la
sintesis de anticuerpos. Como se ha mencionado anteriormente, tanto in vitro como en
modelos animales se ha demostrado que los linfocitos sin expresion de XBP1 pueden
formar centros germinales pero no son capaces de generar células plasmaticas ni
produccién de inmunoglobulinas, remarcando el papel esencial de XBP1l en la
diferenciacién B  terminal. % |3 expresion nuclear de XBP1 mediante
inmunohistoquimica es un marcador que puede sustituir de manera fiable la activacién

de XBP1y, en linfomas B-agresivos se ha asociado a peor pronéstico.(lgs)

3.2. Papel de la diferenciacion plasmocelular en la

reactivacion de la infeccidn por virus oncogénicos

Desde hace varios afios se ha sugerido que la replicaciéon de EBV estd asociada
con la diferenciacion terminal de la célula B.*%® EI virus normalmente establece la
infeccion latente en las células B de memoria. El cambio entre fase latente y litica esta
mediada por dos proteinas virales BZLF1 y BRLF1 que no se expresan en las células
infectadas latentemente. Diversos estudios sefialan que tanto la activacion de las vias
de estrés del reticulo (ERE/UPR) como la propia expresiéon de XBP1 juegan un papel
esencial en la replicacidn viral ya que activan la transcripcidn de los genes de fase litica
como BZLF1/ZEBRA.""% Ademds, otros factores de transcripcion propios de células
B maduras que se pierden con la diferenciacién terminal como PAX5 han demostrado
ser potentes inhibidores de la funciéon de los genes de replicacién viral mediante

promocion de los estados de latencia.**?%) También se ha estudiado la relacién entre
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diferenciacién plasmocelular y replicacién de HHVS8. En este caso, el cambio entre fase
de latencia y litica estd mediado por RTA (ORF50). Es conocido que XBP1 se asocia
especificamente al promotor de ORF50 y activa su expresidon con la consiguiente
entrada en la fase litica del virus.”**°? Sin embargo, hallazgos mas recientes también
apuntan que XBP1 se puede unir y activar directamente al promotor de la IL-6 viral,?%
otro gen generalmente expresado en fase litica. A diferencia de la IL-6 humana, la IL-6
viral se une a los receptores dentro del reticulo endoplasmatico, y produce efectos
dentro de la célula en la que se produce.(m) La region promotora de vIL-6 contiene

varios elementos potenciales de respuesta XBP, que son en gran parte los que median

el efecto activador de XBP1.

A pesar de estas evidencias que relacionan replicacion viral y diferenciacién

plasmocelular, no existen estudios que lo analicen en tejidos de muestras humanas.
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Hipdtesis y objetivos

Hipotesis de trabajo

Los sindromes linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencias secundarias
son un grupo heterogéneo de enfermedades que comparten unas caracteristicas
comunes como la infeccién por virus herpes oncogénicos y la diferenciacién

plasmocelular.

Los principales herpes virus oncogénicos son el virus de Epstein-Barr y el virus
herpes tipo 8. Estos se caracterizan por tener una fase litica y una de latencia. Ambas
fases son inmunogénicas y por tanto influenciadas por la inmunidad del huésped. Se
creia que sdlo la fase de latencia era oncogénica aunque ahora sabemos que la fase
litica también puede inducir linfomagénesis. La fase litica de los virus herpes
oncogénicos se reactiva con la via de estrés de reticulo endoplasmatico (ERE/UPR) que
ademas regula la diferenciacion plasmocelular. De manera, que la replicacion viral y la

diferenciacidn plasmocelular convergen en esta via.

Se han identificado lesiones iniciales y precursoras de los sindromes
linfoproliferativos asociados al virus de Epstein-Barr que configuran un espectro que
abarca desde hiperplasias linfoides a linfomas. Sin embargo, el espectro de los
sindromes linfoproliferativos asociados a virus herpes 8 no estd bien caracterizado y no

se conoce si existen lesiones precursoras.

En esta tesis doctoral nos centramos en el estudio de los sindromes
linfoproliferativos post-trasplante y las proliferaciones linfoides relacionadas con el

virus herpes tipo 8 con las siguientes hipdtesis:

1. La fase litica viral es altamente inmunogénica y sélo deberia ser tolerada en
los pacientes mas inmunodeprimidos y por ende, mas en riesgo de progresion de su
sindrome linfoproliferativo. Ademads, sélo durante la fase litica son efectivas las
terapias antivirales. La identificacion de la fase litica de EBV en PTLD permitiria
identificar pacientes de alto riesgo que podrian beneficiarse de terapias antivirales.

Estos pacientes podrian estar mas inmunosuprimidos y por tanto presentar mas
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coinfecciones por otros herpes virus oportunistas como citomegalovirus y/o tener

formas mas agresivas de la enfermedad.

2. El analisis sistematico de la infeccidn por virus herpes tipo 8 en lesiones
reactivas y neoplasicas en pacientes inmunodeprimidos permitiria determinar el
espectro de los sindromes linfoproliferativos asociados a este virus de forma similar a
lo observado en asociacion a EBV. Esto facilitaria reconocer lesiones iniciales,
presentaciones atipicas y nuevas lesiones previamente no caracterizadas debido a su

baja frecuencia.
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Objetivo general

Definir las caracteristicas clinico-bioldgicas de dos sindromes linfoproliferativos
asociados a inmunodeficiencia poco frecuentes y que estan relacionados con la
infeccién por virus herpes oncogénicos: los sindromes linfoproliferativos post-
trasplante usualmente asociados a infeccidon por EBV y las proliferaciones linfoides
asociadas a infeccion por HHV8. Definir también su heterogeneidad clinica y evolutiva
e identificar variables prondsticas que permitan seleccionar pacientes de riesgo que

puedan beneficiarse de tratamientos especificos.

Objetivos especificos

Primer trabajo

1. Estudiar si es posible la identificacion de replicacion de EBV en PTLD y su posible

asociacién con caracteristicas clinicas y patoldgicas especificas.

1.1 Analizar la relacién de las fases latente y litica de EBV con los hallazgos

histopatolégicos.

1.2 Correlacionar la expresién de genes de latencia y replicacién altamente
inmunogénicos con pardmetros que afecten al grado de inmunosupresién de estos
pacientes: incidencia de rechazos, enfermedad injerto contra huésped e infecciones

oportunistas por citomegalovirus.

1.3 Caracterizar la activacién basal de la via de estrés del reticulo
endoplasmatico mediante la expresion de XBP1 y analizar su posible asociacion con la

replicacion viral y los parametros clinicos.

1.4 ldentificar factores prondsticos.
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Segundo trabajo

2. Determinar si las proliferaciones linfoides asociadas a la infecciéon por virus herpes
tipo 8 configuran un espectro de lesiones que abarcan desde procesos reactivos a
auténticos linfomas de forma similar a lo que sucede con las lesiones asociadas a virus

de Epstein-Barr.

2.1 Reconocer lesiones iniciales y/o procesos reactivos asociados a infeccidon
por virus herpes tipo 8 vy establecer su riesgo de evolucién a sindromes

linfoproliferativos.

2.2 Reclasificar casos que supongan un problema diagndstico por su

presentacion clinica atipica o su cuadro histoldgico solapado.

2.3 Establecer criterios histoldgicos que permitan distinguir las distintas

lesiones asociadas a virus herpes tipo 8.

2.4 Definir nuevas lesiones asociadas a infeccién por virus herpes tipo 8 no

reconocidas actualmente.
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Resultados

Primer trabajo

In vivo intratumoral Epstein—Barr virus replication is associated with
XBP1 activation and early-onset post-transplant lymphoproliferative
disorders with prognostic implications

Blanca Gonzalez-Farre, Jordina Rovira, Daniel Martinez, Alexandra Valera, Adriana
Garcia-Herrera, Maria Angeles Marcos, Carla Sole, Gael Roue, Dolors Colomer, Elena
Gonzalvo, Imma Ribera-Cortada, Monica Araya, Josep Lloreta, Luis Colomo, Elias
Campo, Armando Lopez-Guillermo and Antonio Martinez

Resumen

Los PTLD son una complicacion poco frecuente, aunque bien reconocida de los
trasplantes de dérganos sdélidos y de médula dsea. Representan un espectro de
proliferaciones linfoides caracterizadas en su mayoria por la proliferacién de linfocitos
B con grados variables de diferenciaciéon plasmocelular asociadas a la infeccion por el
VEB. Aunque el efecto oncogénico del virus se relaciona principalmente con la
infeccion latente, la fase litica tiene también un papel destacado en la linfomagénesis.
In vitro, la replicacién de EBV se asocia a diferenciacion plasmocelular y a la activaciéon

de XBP1, un fendmeno que no se ha observado in vivo.

En este trabajo, estudiamos las fases litica y de latencia de la infeccién viral en
una serie de 35 pacientes adultos con PTLD (26H/9M, edad media 54 afios), asi como la
diferenciacién plasmocelular. Para la fase de latencia utilizamos EBER, LMP1 y EBNA2.
El analisis de la fase litica lo realizamos mediante el estudio de BZLF1/ZEBRA y
BMRF1/EADE31. La diferenciacion plasmocelular se ha estudiado mediante la

expresion nuclear de XBP1.

La infeccion por EBV se observdé en 28 (80%) casos y las latencias mas
frecuentes fueron la Il y Il ya que se detectaron en 22 (79%) casos. La replicacion de
EBV se detectd en 17 (60%) de los casos. De éstos, 11/12 casos evaluables presentaban

activacion de XBP1 y expresion citoplasmatica intensa de inmunoglobulinas compatible
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con diferenciacién plasmocelular. Curiosamente, la combinacion de infeccién con
latencia tipo Il y replicacion viral identificd un subgrupo de pacientes de alto riesgo
con una menor supervivencia (supervivencia global al afo 18% vs 48%) y un desarrollo
mas temprano del PTLD (mediana de 7 vs 26 meses). Ademads, estos pacientes parecen
estar mas inmunosuprimidos ya que tienen menores tasas de rechazo y de
enfermedad de injerto contra huésped pero mayor incidencia de reactivaciéon de

citomegalovirus.

En conclusion, la replicacién de EBV en PTLD se asocia con diferenciacion
plasmocelular y activacion de XBP1 y tiene implicaciones prondsticas. Tanto la latencia
Il como la infeccidn litica se relacionan con una mayor agresividad y un desarrollo mas

temprano de los sindromes linfoproliferativos post-trasplante.

Este trabajo sugiere que el estudio inmunohistoquimico concomitante de los
genes de fase litica y de latencia en la practica clinica permite seleccionar pacientes de
alto riesgo que podrian beneficiarse de nuevas terapias dirigidas y con menor toxicidad

como por ejemplo los tratamientos antivirales.
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In vivo intratumoral Epstein—Barr virus
replication is associated with XBP1

activation and early-onset post-transplant
lymphoproliferative disorders with prognostic
implications
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Post-transplant lymphoproliferative disorders are life-threatening complications following hematopoietic or
solid organ transplantation. They represent a spectrum of mostly EBV-driven lymphoplasmacytic proliferations.
While the oncogenic effect of EBV is related to latent infection, lytic infection also has a role in
lymphomagenesis. In vitro, EBV replication is linked to plasma cell differentiation and XBP1 activation,
although this phenomenon has never been addressed in vivo. We analyzed for the first time latent and lytic
intratumoral EBV infection in a series of 35 adult patients with a diagnosis of post-transplant lymphoproli-
ferative disorder (26M/9F, median age 54 years). A complete EBV study was performed including the analysis of
the latent EBER, latent membrane protein-11, and EBV nuclear antigens as well as the immediate-early BZLF1/
ZEBRA and early BMRF1/EADE31 lytic genes. XBP1 activation was assessed by nuclear protein expression.
EBV infection was observed in 28 (80%) cases being latency Il and Ill the most frequently observed 22 (79%).
Intratumoral EBV replication was detected in 17 (60%) cases. Among these, XBP1 activation was observed in
11/12 evaluable cases associated with strong cytoplasmic immunoglobulin expression consistent with plasma
cell differentiation. Intriguingly, the combination of latency lll infection and EBV replication identified a high-risk
subgroup of patients with significantly shorter survival (overall survival at 1 year 18% vs 48%) and early-onset
(median of 7 vs 26 months) post-transplant lymphoproliferative disorder. Moreover, these patients appear to be
more heavily immunosuppressed, so they exhibit lower rates of rejection and graft vs host disease but higher
rates of cytomegalovirus reactivation. In conclusion, EBV replication is associated with plasma cell
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differentiation and XBP1 activation with prognostic implications. Both latency Ill and lytic EBV infection are
related to aggressive and early-onset post-transplant lymphoproliferative disorder. These results suggest that
immunohistochemical study of latent and lytic EBV genes in the clinical practice may help to select higher-risk

patients to new therapies including antiviral treatments.

Modern Pathology advance online publication, 25 April 2014; doi:10.1038/modpathol.2014.68
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Post-transplant lymphoproliferative disorders are
lymphoid or plasmacytic proliferations that arise
in the setting of immunosuppression following
hematopoietic stem cell or solid organ transplanta-
tion.? They represent a clinical and histopatho-
logical spectrum of disorders ranging from lesions
with an excellent prognosis by reducing immuno-
suppressive treatments, to an overt aggressive
lymphoma that requires immunochemotherapy.®
Although the incidence of post-transplant lympho-
proliferative disorders is rising, probably due to the
increasing number of transplant recipients and the
longer survival of patients, the studies on series are
short and heterogeneous. At present, no reliable
morphologic, phenotypic, or genotypic marker has
been identified to predict the outcome of patients in
terms of response or survival.*

EBV infection is associated with more than 80% of

B cell post-transplant lymphoproliferative disor-
ders.58 Nevertheless, the assessment of the EBV
infection latency program is not consistently done
throughout and even EBV status is unknown in up
to 30% of the patients in some recently published
series.?19 EBV infection drives blastic transforma-
tion and uncontrolled proliferation in B cells
mediated by constitutive expression of a limited
set of latent viral genes, which are all oncogenic.?
In immunodeficient patients, all latent genes are
expressed in a full growth-transforming program
often found in these lymphomas, also known as
latency II1.7-11-13

Besides a latent stage, EBV infection has a lytic or
replicative phase, which is characteristic of infec-
tious mononucleosis and hairy oral leukoplakia.
Very recently, a role for EBV replication in lympho-
magenesis has also been proposed.®'* Following
infection with a lytic replication-defective EBV strain,
humanized mice developed fewer post-transplant
lymphoproliferative disorder-like lymphomas than
wild-type EBV-infected mice,'* highlighting the

importance of lytic phase in the development of

the disease.

Immediate-early BZLF1/ZEBRA lytic gene expres-
sion is induced in vitro, following plasma cell
differentiation and activation of the plasma cell-
associated transcription factor XBP1.15:16 Nuclear
XBP1 expression is a reliable marker of XBP1 activa-
tion and has been associated with poor prognosis in
aggressive B-cell lymphomas,!” although its role in
post-transplant lymphoproliferative disorders has
never been addressed before.
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Immediate-early BZLF1/ZEBRA and early BMRF1/
EADE31 viral genes initiate the lytic phase and their
expression in EBV-infected tumor cells has been used
to detect EBV replication in mice and human
lymphomas.'418

Both the growth-transforming and the replication
programs are highly immunogenic stages of EBV
infection that may be only tolerated in deeply
immunosuppressed individuals. A systematic study
of these different EBV latent and lytic programs in
tumor cells has not been performed yet in patients
with post-transplant lymphomas.

Reduction of immunosuppressive treatment and
antiviral replication therapies are used in the clinical
management of patients with post-transplant lympho-
proliferative disorders.*918-20 However, the decision
to treat and the type of therapy a patient receives
largely rely only on clinical features such as: current
dosing, type of allograft, history of rejection, or
infections. Thus, the effect of antiviral therapies is
very controversial probably due to not considering the
amount of intratumoral viral load and the EBV
replication stage in the decision to treat a patient.'®

In this study, we analyzed for the first time
the role of both latent and lytic intratumoral
EBV infection programs in a series of primary
samples of post-transplant lymphoproliferative dis-
orders, as well as the importance of plasma cell
differentiation through the study of XBP1 in this
group of patients.

Materials and methods
Patients and Samples

Thirty-five adult patients (26 males/9 females;
median age of 54 years) diagnosed with post-
transplant lymphoproliferative disorders at Hospital
Clinic between 2000 and 2011 with available tissue
biopsies were the subject of this study. Main clinical
information was collected including type of trans-
plant, time to lymphoma development, site of
involvement, treatment, response, and follow-up.
Main clinicobiological characteristics of the 35
patients are summarized in Table 1.

Cases were reviewed by three pathologists (AM,
EC, BG-F) and classified according to the 2008 WHO
classification.?

The study was performed according to the guidelines
of the Ethic committee of Hospital Clinic de Barcelona.
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Table 1 Main clinicobiological characteristics of 35 patients with
PTLD

Age, years (median, range) 4 (26-77)
Gender (male/female) 26/9
Transplanted organ
HSCT 12 (34%)
Solid organ transplantation 23 (66%)
Kidney 11 (31%)
Liver 7 (20%)
Heart 5 (15%)
Immunosuppressant therapy
Cyclosporine 24 (75%)
Mycophenolate mophetil 16 (50%)
Receptor EBV-positive serology 27 (93%)
Organ rejection/GVHD 21 (65%)
CMV reactivation 12 (39%)
Time transplant to PTLD
<1 year (early-onset PTLD) 12 (34%)
>1 year (late-onset PTLD) 23 (66%)
Histological subtype
Polymorphic PTLD 6 (17%)
Monomorphic PTLD
DLBCL 26 (74%)
Plasmacytoma-like PTLD 1 (3%)
Hodgkin lymphoma-type PTLD 2 (6%)
ECOG at lymphoma diagnosis
0 19 (59%)
1 9 (28%)
2 4 (13%)
3-5 0
B symptoms 19 (60%)
Ann Arbor Stage
I 10 (31%)
11 9 (28%)
111 0
v 13 (41%

)

Transplanted organ dysfunction 10 (31%)
Transplanted organ involvement 6 (17%)
CNS involvement 7 (22%)
High serum LDH )
)

High serum f2m 19 (95%

Abbreviations: CNS, central nervous system; DLBCL, diffuse large
B-cell lymphoma; EBV, Epstein—Barr virus; HSCT, hematopoietic stem
cell transplantation; PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorder.

Epstein-Barr Virus and Immunophenotypic Studies

Epstein—Barr virus (EBV) was detected using in situ
hybridization with EBER probes (INFORM EBER,
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Inmunohis-
tochemical studies were also performed for the
detection of latency proteins: latent membrane
protein-1 (LMP-1) (clone CS1-CS5, Dako, Glostrup,
Denmark), EBV nuclear antigen-2 (EBNA-2) (clone
EP2, Leica Biosystems, Newcastle, United Kingdom)
and lytic genes: BZLF1/ZEBRA (Argene, AZ-69,
Varilhes, France) and BMRF1/EADE31(clone G3-
E31, Leica Biosystems, Newcastle, United Kingdom)
as described elsewhere.?! The activation of the
plasma cell-related transcription factor XBP1s

Epstein-Barr virus replication and post-transplant lymphoproliferative disorders

B Gonzalez-Farre et al

(Xbp-1-M186, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) was analyzed as previously described.'”
A cutoff of 30% of nuclear positivity was used to be
considered positive.

EBV DNA was isolated from plasma, cerebrospinal
fluid or tissue with QIAsymphony Virus/Bacteria
Midi kit (Qiagen, Hilden, Germany). EBV quantifi-
cation was performed with EBV Q-PCR Alert
AmpliMIX (Nanogen Advanced Diagnostics, Torino,
Italy) and ABI PRISM 7300 platform (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA). The limit of detection
is 10 copies/reaction.

Western Blot

Frozen tumor samples were lysed in a non-denatur-
ing detergent (M-PER and T-PER, Pierce, Rockford,
IL) containing protease inhibitors (Complete Mini,
Roche) and phosphatase inhibitors (Cocktails 1
and 2, Sigma, Saint Louis, MO) as previously
described.!” Nitrocellulose membranes were incu-
bated with mouse anti BZLF1 (LsBio) and mouse
anti-z-actin (Sigma, St Louis, MO) as a loading
control. Binding was detected using an enhanced
Chemoluminescent Supersignal-FEMTO (Pierce).
Visualization and image analysis were performed
in a mini LAS-4000 camera system (Fuji Photo Film,
Minato-Ku, Tokyo, Japan). Protein quantification
was done with Image Gauge Software (Fujifilm,
Diisseldorf, Germany).

Fluorescence ‘In Situ’ Hybridization

MYC (8q24), BCL-2 (18q21), and BCL-6 (3q26) gene
status was studied by fluorescence ‘in situ’ hybridi-
zation (FISH) performed on 3—4-um thick sections of
formalin-fixed paraffin-embedded tissues, using
dual color-break apart probes (Abbott Molecular,
Illinois) as described.?2

IgH Gene Rearrangements

DNA for the study of IGHV gene rearrangements was
extracted from tissue sections using the QIAamp
DNA mini kit (Qiagen). Purified DNA was amplified
using primers of the Framework Regions 1 and 3
(FR-1 and FR-3) and JH alpha regions of the
immunoglobulin heavy chain gene (IgH-PCR), using
the BIOMED2 protocol.?3

Assessment of Response and Outcome

Complete response was defined as the total disap-
pearance of tumor masses and any other detectable
clinical evidence of disease and disease-related
symptoms for at least 1 month. Partial response
was considered when tumor mass or organ infiltration
decreased by at least 50% along with the disap-
pearance of disease-related symptoms. Patients not
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included in these categories and early deaths were
considered as non-responders. Disease relapse or
progression was defined as the appearance of new
symptoms or signs of the disease as demonstrated by
lymph node biopsy or other appropriate studies.?*
To consider solid organ rejection or graft vs host
disease, along with clinical suspicion, histologic
evidence of organ injury was needed. Cytomegalo-
virus reactivation was considered when any viral
load is detected in peripheral blood during post-
transplant period.

Statistical Methods

Differences among the subgroups of patients were
assessed by using the A? test (two-tailed), the
Student’s t-test or non-parametric tests when neces-
sary. The actuarial survival analysis was performed
by the Kaplan—-Meier method and log-rank test.
Overall survival was calculated according to stan-
dard definitions.?4

Results

EBV Latent Infection in Post-Transplant
Lymphoproliferative Disorders: Histological,
Molecular, and Genetics Subtypes

After review, 26 cases (74%) were classified as diffuse
large B-cell lymphoma, 6 cases (17%) as poly-
morphic post-transplant lymphoproliferative disor-
ders, 2 cases (6%) as classical Hodgkin lymphoma,
and 1 (3%) as plasmacytoma-like lesion. None of the
early lesions, neither infectious mononucleosis nor
plasma cell hyperplasia, were identified probably
due to the fact that those lesions are more frequently
found in children, and our series lack pediatric
cases with a median age of 54 years old.

EBV infection in tumor cells was observed in 28
patients (80%) assessed by strong nuclear expression
of small EBV-encoded RNA genes, EBER 1 and 2.
According to LMP-1 and EBNA-2 gene expression,
the most common latency pattern was latency III
observed in 13 patients (46%) followed by latency II
in 9 (32%), and latency I in 6 (21%) (Figure 1).

All the polymorphic cases were EBV positive and
67% exhibit a latency III pattern of infection. In
cases diagnosed as diffuse large B-cell lymphoma,
EBV-infected tumor cells were observed in 19/26
cases (73%) with a latency III pattern in 47%. As
expected, the two Hodgkin lymphoma cases were
also EBV positive with a latency II. The plasmacy-

toma-like lesion was also EBV positive with a
latency I pattern.

Clonality studies were available in 14 patients.
Among diffuse large B-cell lymphoma cases, 7/10
showed a monoclonal IgH rearrangement and three
of them were EBV positive, with latency III in 67%.
Conversely, two of the four polymorphic cases
studied were monoclonal and both were EBV
positive with latency I and III, respectively.

Cytogenetic studies of MYC, BCL-2, and BCL-6
were done in all cases. Genetic alterations were
found in six cases, five of them EBV negative. MYC
gains were observed in four EBV-negative diffusely
large B-cell lymphomas and one EBV-positive poly-
morphic post-transplant lymphoproliferative disor-
der with latency I. This case was the only one with
additional genetic alterations such as gains of BCL-6
and BCL-2. An MYC rearrangement was observed
only in one EBV-negative diffusely large B-cell
lymphoma.

Only 13 cases, 12 following hematopoietic stem
cell transplant and one following kidney transplant,
were analyzed for donor vs host origin of tumor
cells. All of them were of donor origin and all were
also EBV +. Main cytogenetic features are listed in
Table 2.

EBV Replication is Associated with Latency III and
Monoclonal Diffusely Large B-cell Lymphoma

EBV replication was assessed by nuclear expression
of the immediate-early BZLF1 and early BMRF1
lytic genes. A case was considered positive when
more than two positive cells were seen in whole
tumor section (Figure 2a). Although replication was
mostly observed in large atypical tumor cells,
scattered EBV replication-positive small lympho-
cytes were observed in three cases. EBV replication
was detected in 17/28 tumors (60%) mainly with
expression of both lytic genes. Only one case was
negative for BZLF1 but positive for BMRF1.This
case was considered to harbor intratumoral EBV
replication. Western blot for BZLF1 was performed
in five cases from available frozen material, three of
them highly replicative and two with few positive
cells by immunohistochemistry. The results of the
western blot study are shown in Figure 2b.
According to intratumoral EBV replication, three
groups were considered: the first one formed by
patients who had EBV infection associated with EBV
replication (EBV+/R+) (n=17, 49%); the second,
included patients with EBV infection without EBV
replication (EBV+/R—) (n=11, 31%); and the last

>

Figure 1 Left panel displays a diffuse large B-cell lymphoma with latency III Epstein—Barr virus (EBV) infection pattern. (a) Tumor is
composed of large atypical cells with immunoblastic features and admixed plasma cells H&E ( x 20). The atypical cells express intense
(b) CD20 ( x 20), and are infected by EBV (c) EBER ( x 10), with expression of (d) LMP-1 ( x 20) and (e) EBNA-2 ( x 20). Right panel shows
a polymorphic post-transplant lymphoma with (f) prominent plasmacytic differentiation H&E ( x 20) with low (g) CD20 expression and a
latency II EBV infection pattern with expression of (h) EBER ( x 40), (i) LMP-1 ( x 40) but (j) negativity for EBNA-2 ( x 20).
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Table 2 Molecular and genetic features of 35 PTLD cases

B Gonzalez-Farre et al

Genetics

Case  Diagnosis Type of transplant ~ Host vs donor origin Clonality CMYC BCL-2 BCL-6
1 DLBCL HSCT Donor ND Normal Normal  Normal
2 DLBCL HSCT Donor ND Normal Normal = Normal
3 DLBCL HSCT Donor Polyclonal ~ Normal Normal  Normal
4 DLBCL HSCT Donor ND Normal Normal  Normal
5 DLBCL HSCT Donor ND Normal Normal = Normal
6 Polymorphic PTLD HSCT Donor Clonal Normal Normal  Normal
7 Polymorphic PTLD HSCT Donor Clonal Gains Gains Gains

8 Polymorphic PTLD HSCT Donor ND NE Normal  Normal
9 Polymorphic PTLD HSCT Donor ND Normal Normal  Normal
10 Polymorphic PTLD HSCT Donor Polyclonal ~ NE NE Normal
11 Hodgkin lymphoma HSCT Donor ND NE NE NE

12 Hodgkin lymphoma HSCT Donor ND NE NE NE

13 DLBCL Liver ND Clonal NE NE NE

14 DLBCL Liver ND ND Normal Normal = Normal
15 DLBCL Liver ND ND NE NE NE

16 DLBCL Liver ND Polyclonal ~ NE NE NE

17 DLBCL Liver ND ND Normal Normal Normal
18 DLBCL Liver ND ND Gain NE NE

19 Polymorphic PTLD Liver ND Polyclonal =~ Normal Normal  Normal
20 DLBCL Kidney ND Clonal Normal Normal  Normal
21 DLBCL Kidney ND Clonal Normal Normal  Normal
22 DLBCL Kidney ND ND NE NE NE

23 DLBCL Kidney ND ND Normal Normal  Normal
24 DLBCL Kidney Donor Clonal NE NE NE

25 DLBCL Kidney ND ND NE Normal  Normal
26 DLBCL Kidney ND Polyclonal =~ NE NE NE

27 DLBCL Kidney ND ND ND NE NE

28 DLBCL Kidney ND ND Gains Gains Normal
29 DLBCL Kidney ND ND Gains NE NE

30 DLBCL Kidney ND ND NE NE NE

31 DLBCL Heart ND Clonal NE NE NE

32 DLBCL Heart ND Clonal Rearranged =~ Normal = Normal
33 DLBCL Heart ND Clonal Gains Normal = Normal
34 DLBCL Heart ND ND Normal Normal Normal
35 Plasmacytoma-like lesion =~ Heart ND ND NE Normal  Normal

Abbreviations: DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation; ND, not-done; NE, not evaluable; PTLD,

Post-transplant lymphoproliferative disorder.

with EBV-negative patients (EBV—) (n=7, 20%).
Main clinicopathological features of these patients
according to EBV replication status are listed in
Table 3.

The EBV+/R+ group encompasses 12 diffuse
large B-cell lymphoma cases and five polymorphic
ones. Neither the Hodgkin lymphoma cases nor the
plasmacytoma were associated with intratumoral
EBV replication. Latency III infection pattern was
more frequently observed in patients with active
replication (11/17, 65% vs 2/11, 18% for EBV + /R +
and EBV + /R — cases, respectively, P=0.017). Inter-
estingly, all 13 cases proved to be of donor origin
were EBV positive, 8 with replication.

EBV Replication is Related to XBP1 Activation and
Plasma Cell Differentiation

As plasma cell differentiation and EBV replication
converges in XBP1 activation, we then analyzed
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XBP1 expression by immunohistochemistry. Among
diffuse large B-cell lymphoma cases, nuclear XBP1
expression was found in 9 of 32 cases studied.
Positivity was observed quite homogeneously
among tumor cells. In some cases, cytoplasmic
expression was also seen. Strong nuclear expression
was observed in plasma cells as well as in the small
and large lymphocytes with variable degrees of
plasma cell differentiation in all five polymorphic
cases studied. None of the Hodgkin cases had
nuclear XBP1 expression. All of them were EBV
positive without intratumoral viral replication.
Interestingly, the only case of plasmacytoma-like
lesion was strongly positive for XBP1, probably
related to a full secretory transformation of tumor
cells. This case was EBV positive with latency I
without intratumoral replication.

Remarkably, among EBV-positive cases, a strong
correlation was found between viral replication and
nuclear XBP1 expression (11/12R+ vs 4/11R—;
P=0.005) (Figure 2c).
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Figure 2 (a) Intratumoral Epstein—Barr virus (EBV) replication and XBP1 expression. Left panel shows a case of diffuse large B-cell
lymphoma without EBV replication, negative for BZLF1 ( x 20) and BMRF1 ( x 20) and negativity for XBP1 ( x 40) and without light chain
expression. Right panel, depicts a polymorphic post-transplant lymphoma with high EBV replication, positive for BZLF1 ( x 20) and
BMRF1 ( x 20) with high nuclear XBP1 expression ( x 40) and strong cytoplasmic light chain expression. (b) Western Blot for BZLF1.
Cases 1, 3, and 4 correspond to highly replicative tumors; cases 2 and 5 correspond to low replication samples. (c) EBV replication is

significantly higher in XBP1-positive cases (P=0.004).

EBV Replication is Associated with Early
Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder

Twenty-three patients (66%) received solid organ
transplantation, including kidney in 11 cases. Most
patients (97%) were receiving immunosuppressive
therapy at the time of diagnosis. The median
interval between transplant and the onset of the
lymphoma was 26 months (range 2—252 months).
The lapsed time between transplant and the diag-
nosis was 5 months in hematopoietic stem cell
transplantation recipients and 61 months following
solid organ transplantation (P=0.0004). Twelve
patients (34%) were diagnosed with early-onset
post-transplant lymphoproliferative disorder (<1 year

after transplant) and 23 (66%) with late onset. Early-
onset cases were more frequently observed in
hematopoietic stem cell transplantation recipients
(9/12 vs 3/23 for hematopoietic and solid organ,
respectively; P=0.0005). No significant correlation
was found between the time from transplant and
EBV serology status, organ rejection or graft vs host
disease presence. Reactivation of cytomegalovirus
infection was observed in 12 patients (39%), and it
was more frequent in patients with an early than late
post-transplant lymphomas (7/12 vs 4/20; P=0.04).
Polymorphic cases showed more frequently an
early-onset than the other histological subgroups
(5/6 vs 7/29; P=0.0118) whereas in the late-onset
group, the most frequent subtype found were the
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Table 3 Main clinicobiological characteristics according to EBV status

EBV — EBV+ /R — EBV+/R+
Age, years (median, range) 58 (41-77) 50 (30-74) 56 (26—75)
Gender (male/female) 4/3 8/3 14/3
SOT/HSCT 7/0 8/3 9/8
Rejection or GVHD 5/6 (83%) 7/10 (70%) 9/16 (56%)
CMV reactivation 1/6 (17%) 2/10 (20%) 9/16 (56%)
Time transplant to PTLD*
Median, range (months) 139 (46-252) 44 (4-206) 7 (2-119)
<1 year (early-onset PTLD) 0 2 (18%) 10 (59%)
>1 year (late-onset PTLD) 7 (100%) 9 (81%) 7 (41%)
Histological subtype
Monomorphic PTLD
DLBCL 7 7 12
Plasmacytoma-like PTLD 0 1 0
Polymorphic PTLD 0* 1 5
Hodgkin lymphoma-type PTLD 0 1 0
EBV latency pattern I/II/IIT* 5/4/2 1/5/11
Advanced stage at diagnosis 2/7 (26%) 5/11 (45%) 7/17 (41%)
Complete response 4/7 (57%) 4/10 (40%) 5/15 (33%)
OS (from PTLD) at 1 year (%) 57 45 25

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; EBV, Epstein—Barr virus; GVHD, graft vs host disease; HSCT,
hematopoietic stem cell transplantation; OS, overall survival; PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorder; R, viral replication; SOT, solid

organ transplantation.
*P<0.05.

monomorphic (20/23 vs 7/12; P=0.0331). Patients
with EBV +/R+ lymphomas had more frequently
an early-onset of the disease (10/17 vs 2/18;
P=0.09). The median time from transplant was
significantly shorter in this group of patients
(7 months) than in EBV+/R— (45 months) and
EBV — (140 months) (P<0.001).

According to the site of involvement, 9 cases were
nodal and 26 were extranodal, including gastro-
intestinal tract (n=5), liver (n=4), and central
nervous system (CNS) (n=5). All cases with CNS
involvement were EBV positive. The main features
of the cases at diagnosis are detailed in Table 1.
Thirteen patients (40%) had disseminated disease,
including bone marrow and CNS involvement in six
and two patients, respectively.

EBV PCR was positive in peripheral blood
in seven patients and in cerebrospinal fluid in
six at the moment of the diagnosis. In 77% of
these cases, intratumoral EBV replication was
observed in the biopsy. In three cases, PCR was
negative at the onset of an EBV-positive lymphoma.
Two of them did not exhibit intratumoral EBV
replication.

Curiously, cytomegalovirus reactivation was more
frequently observed in the group of patients who
developed a latency III EBV-positive lymphomas
with intratumoral replication (7/11 wvs 5/21,
P=0.003). This group of patients tend to have a
lower incidence of graft vs host disease or solid
organ rejection (7/11 vs 14/21, P=0.0582).
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Aggressive Post-Transplant Lymphoproliferative
Disorders are Associated with the Combination of
Latency III, Viral Replication, and XBP1 Activation

The front-line treatment slightly varied over the time
and often combined different modalities, but could
be summarized as follows: decreased immunosup-
pressive therapy (90%), rituximab (71%), adriamycin-
containing chemotherapy (45%). Eleven patients
were treated with others regimens, including radio-
therapy, surgery, lymphocytes infusion, and intra-
thecal methotrexate. No difference was found accord-
ing to the time of lymphoma onset. Three patients
were not treated. Thirteen patients (41%) achieved
complete response and four (12%) obtained a partial
response whereas 15 patients (47%) were consid-
ered non-responders including three early deaths.
One of the 13 patients with complete response
eventually relapsed at 14 months.

After a median follow-up for surviving patients of
74 months, 26 patients have died with a 1-year
overall survival of 38% (95% CI: 22—54.9). One year
overall survivals between early and late-onset post-
transplant cases were 37% and 39%, respectively.
The causes of death were disease progression
(n=19), infection (n=3), organ rejection (n=3),
and second neoplasia (n=1). Overall survival
according EBV infection and replication are show-
ing a 1-year overall survival of 25%, 45%), and 57%
for EBV+/R+, EBV+4+/R—, and EBV patients,
respectively (P=NS) (Figure 3). Interestingly, the
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Figure 3 (a) Overall survival of all patients with post-transplant lymphoproliferative disorders. Overall survival according to (b) EBV
replication, (c) coexpression of the highly immunogenic program latency III and active viral replication and (d) XBP1 activation.

group with latency III infection pattern and intratu-
moral EBV replication showed significant shorter
survival (18% vs 48%, P=0.041) (Figure 3).

Nuclear XBP1 expression was also associated
with aggressive behavior with a 1-year overall
survival of 33% for the XBP1-positive cases vs
87% for the negative ones (P=0.002).

Discussion

We reported a series of post-transplant lymphopro-
liferative disorders with extensive EBV investigation
which, for the first time, addresses the role of
intratumoral viral replication in tissues. EBV has a
major role in the development of post-transplant
lymphomas, as infected tumor cells are present in
the majority of cases.® Primary EBV infection often
precedes the onset of pediatric cases and EBV
seronegativity at the time of transplantation is a
major risk factor for the development of post-
transplant lymphomas.?526 Moreover, prophylactic
antiviral therapies are effective in preventing post-
transplant lymphomas, particularly in children,
highlighting the role of primary EBV infection or
EBV reactivation in their development.19-20-27
During primary EBV infection and EBV reactivation,
active viral replication occurs.?® Viral replication is

the hallmark of the lytic phase and EBV replication
has an important role in lymphomagenesis.'%?2°
Humanized mice infected with lytically active
viral strains (BZLF1+) develop more lymphomas
than animals infected with replication-defective
strains (BZLF1 —).1* Intratumoral replication can
be demonstrated by nuclear expression of the lytic
genes in tumor cells in tissue sections. Here we
showed for the first time intratumoral replication in
primary samples of human post-transplant lym-
phoma cases. We analyzed the expression of two
main genes involved in the initiation of the lytic
EBV phase: BZLF1 and BMRF1. Lytic gene products
are expressed in three consecutive stages:
immediate-early, early, and late. Immediate-early
lytic gene products act as transactivators, enhancing
the expression of later lytic genes. Early products
have a wide array of functions, including
replication, metabolism, and blockade of antigen
processing, while late products tend to code for
structural proteins such as viral capsid antigens and
gene products used for immune evasion. Immediate-
early BZLF1/ZEBRA and early BMRF1/EADE31
lytic genes are expressed in 60% of the EBV-asso-
ciated lymphoma cases in our series. Interestingly,
EBV replication seems to occur mostly in a small
fraction of the atypical neoplastic cells, although it
is difficult to exclude replication in non-neoplastic
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intratumoral cells. This phenomenon is also observed
in mice, where although the number of lytically
infected cells is low, it is important for the develop-
ment of lymphoma. The low number of viable lytically
infected cells is probably related to the fact that lytic
EBV infection may become cytocidal in some cells
and may sensitize host cells to NK-cell mediated
killing.3%-32 In spite of the origin of viral particles,
either from neoplastic or non-neoplastic cells, the
presence of viral particles generates a microenviron-
ment that may promote tumor growth as proposed in
other EBV-related disorders. The expression of some
lytic genes, such as, BZLF1/ZEBRA induces the
secretion of IL10 by B cells promoting B cell survival
of both neoplastic and non-neoplastic populations.
Moreover, host-infected cells may undergo lysis and
allow horizontal spread of EBV from cell to cell
increasing the pool of latently infected B cells with
active oncogenic viral genes.'* Viral replication in
tumor cell may be more relevant to tumor biology. In
this sense, two lytic genes BHRF1 and BALF1 are
viral Bcl-2 homologs that may promote tumor
survival.33:34

Plasma cell differentiation initiates viral replication
of EBV. XBP1 is a transcription factor that positively
regulates the expression of the immediate-early gene
BZLF1.153% XBP1 is involved in normal plasma cell
differentiation and is expressed in tumors with
plasma cell differentiation.'” In addition, important
B-cell transcription factors repressing plasma cell
differentiation have been shown to repress also EBV
replication.3637 Curiously most of post-transplant
lymphoproliferative disorders exhibit plasma cell
differentiation suggesting a connection between
these two events in transplant recipients. It is of
interest that, as in other aggressive lymphomas,
XBP1 activation is related to aggressive disease.'”

Latency is the state of persistent EBV viral
infection without active viral production. In con-
trast to lytic replication, there is a limited expres-
sion of EBNAs and LMP gene products during
latency.!! Latency III program, in which all of the
latency gene products are expressed, is often
detected during acute infectious mononucleosis or
in certain immunocompromised individuals.!?:38:39
This latency program, also known as growth
program, while highly characteristic of immuno-
suppressed individuals, is only observed in 46% of
our EBV-positive cases. This may be explained in
part by the tendency to moderate the immuno-
suppressant regimens in these patients*® and to the
repression of EBNAs during plasma cell differen-
tiation of latency III infected B cells.516:41

Latency programs can be disrupted by a variety of
cellular activators, resulting in the expression of
lytic proteins capable to switch from latency to lytic
cycle. Activation of lytic replication or reactivation
from latency is the key to the transmission of EBV-
infected B cells that are induced to activate their
growth program and differentiate into memory B
cells via the germinal center reaction. Infected
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memory B cells are then released into the peripheral
blood resulting in detectable levels of virus in the
serum. Thus, some authors have used serum PCR to
evaluate EBV replication.®#2 In our series, a low
correlation is observed between PCR in blood and
replication analysis in involved organs, similarly to
what is observed in other virus that replicates in
tissues.*344 In the latent stage, EBV DNA exists as a
closed circular episome, replicates once, and only
once during S phase, and is equally distributed into
daughter cells.*® In contrast to lytic replication,
episomal replication during the latent phase occurs
via host DNA polymerase, therefore insensitive to
the standard antiviral therapies that targets only
viral DNA polymerase. Thus, the assessment of
replicative stage of EBV should be performed before
deciding any antiviral therapeutic approach in
patients with post-transplant lymphomas.6-48

The use of antiviral as prophylactic treatment to
prevent post-transplant lymphoma development has
been proved to be effective in pediatric cases.'®
However, in adults, the results are controversial,
probably because most of the adults are already
infected at the time of transplant and there is not a
standardized protocol to study donor and recipient
EBV status before transplant.20-49:50

The gold standard for post-transplant lymphopro-
liferative disorder treatment is reduction of immu-
nosuppression with encouraging results in early
lesions and some polymorphic cases, whereas it is
more controversial in monomorphic ones. It is
important to enhance that reducing immunosup-
pression for treating these subset of lymphomas
early after hematopoietic stem cell transplantation is
usually not useful. These deeply immunosup-
pressed patients need more time to recover the
immune system and also to eradicate malignant
cells, although reducing immunosuppression alone
have been occasionally successful in the manage-
ment of patients following hematopoietic stem cell
transplantation.

Current treatment guidelines recommend reduc-
tion of immunosuppression at diagnosis and some
authors suggest sequential treatment with rituximab
and CHOP chemotherapy regimen (ciclofosfamide,
doxorubicin, vincristine, and prednisone) in non-
responding patients as first-line treatment when
reduction of immunosuppression is not effective.*
Nevertheless, the strength of reduction of immuno-
suppression is variable and tends to be more severe
in patients requiring immunochemotherapy.*°
Intriguingly, rituximab and steroids, which are
included in the standard treatment regimen of
these patients, are known to be potent inductors of
EBV replication in vitro.*® Moreover, chemotherapy
is also shown to reactivate lytic infection rendering
tumor cells sensitive to antiviral agents.° EBV-
specific cytotoxic T-cell therapy has been proven to
be useful for the management of EBV post-transplant
lymphoma cases even in rituximab-resistant ones,
but unfortunately is not widely available.5?



The proteasome inhibitor bortezomib, that interferes
with XBP1 activation in plasma cell tumors also
induces lytic virus replication in EBV-infected cells
and is currently being evaluated in clinic trials
of gamma-herpes virus-associated malignancies
including post-transplant lymphomas.?3-5°

In our patients, the simultaneous expression of a
latency III pattern associated with intratumoral EBV
replication seems to detect a subset of heavily
immunosuppressed group of patients with lower
rates of rejections or graft vs host disease and higher
rates of cytomegalovirus reactivations. These pa-
tients have significantly lower overall survival rates
and shorter time to develop lymphomas. Although it
is possible that this poor outcome was due basically
to the particular immunodeficiency of those pa-
tients, our data suggest that EBV intratumoral
replication has an important role in the aggressive
behavior of the tumor. Moreover, the combination of
important reduction of immunosuppression with
specific targeting of viral replication (antiviral
drugs) might eliminate the lytically infected tumor
cells and prevent the spreading of EBV and its
oncogenic genes to uninfected cells.
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Resumen

Las proliferaciones linfoides asociadas a HHV8 son lesiones poco frecuentes,
que estan poco caracterizadas y que se desarrollan principalmente en pacientes
inmunodeprimidos, especialmente en el contexto de infeccién por HIV. Representan
un espectro de lesiones con hallazgos clinicos y morfolégicos superponibles que
dificultan su clasificacion. Ademads, el papel de HHV8 en las hiperplasias linfoides

reactivas no se conoce bien en pacientes inmunodeprimidos.

Para analizar el espectro clinico-patoldgico de estas lesiones, en este trabajo
revisamos 66 biopsias de 61 pacientes con infeccién por HHVS8. En todos los casos se
analizé también la seropositividad para HIV y la presencia del EBV mediante

hibridacion in situ.

Identificamos 13 (20%) casos de hiperplasia linfoide reactiva asociada a HHVS, 2
(3%) casos de proliferaciones plasmabldsticas de la pulpa roja esplénica, 28 (42%)
casos de MCD, 6 (9%) casos de GLPD y 17 (26%) casos de linfomas asociados a HHVS.
Como esperdbamos, detectamos una correlacién entre el subtipo histolédgico y Ila

supervivencia global (p<0.05).

Cuarenta y siete casos se desarrollaban en el contexto de infeccién por HIV
(77%). Ademas de la presentacion y la morfologia ya reconocida de las distintas

entidades, identificamos también nuevos hallazgos. Las hiperplasias linfoides asociadas
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a HHV8 frecuentemente se presentaron con sintomas sistémicos pero no progresaron
a linfomas. Dos casos presentaban proliferaciones linfoides limitadas al bazo. Ocho
casos de MCD debutaron de forma atipica poco después del diagndstico de HIV, seis
casos se presentaron con derrames y en tres casos existia una proliferacién celular
enriquecida en plasmablastos. Uno de los GLPD era EBV negativo y 3 se desarrollaban
en pacientes HIV positivos y tenian hallazgos clinicos y patoldgicos particulares. Dos de
los linfomas asociados a HHV8 no cumplian criterios de ninguna de las entidades

conocidas.

Los hallazgos de este estudio expanden el espectro clinico y patolégico de las
proliferaciones linfoides asociadas a HHV8 con lesiones y caracteristicas no

reconocidas previamente.
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of Barcelona, Barcelona, Spain; *Department of Hemathology, Hospital Clinic, Institut d’Investigacions
Biomediques August Pi I Sunyer (IDIBAPS), University of Barcelona, Barcelona, Spain; *Department of
Infectious Diseases, Institut d’Investigacions Biomediques August Pi I Sunyer (IDIBAPS), Hospital Clinic,
University of Barcelona, Barcelona, Spain and ®Department of Pathology, Hematopathology Section, Hospital
del Mar, Institut Mar d’Investigacions Mediques (IMIM), University Pompeu Fabra, Barcelona, Spain

Human herpesvirus 8 (HHV8)-associated lymphoid proliferations are uncommon and poorly characterized
disorders mainly affecting immunosuppressed patients, especially with HIV infection. They encompass different
diseases with overlapping features that complicate their classification. In addition, the role of HHV8 in reactive
lymphoid hyperplasia is not well known. To analyze the clinicopathological spectrum of these lesions, we have
reviewed 66 biopsies of 61 patients with HHV8 infection. All cases were also investigated for Epstein-Barr virus
(EBV) and HIV infection. We identified 13 (20%) cases of HHV8-related reactive lymphoid hyperplasia, 2 (3%)
HHV8 plasmablastic proliferations of the splenic red pulp, 28 (42%) multicentric Castleman disease, 6 (9%)
germinotropic lymphoproliferative disorders, and 17 (26%) HHV8-related lymphomas. As expected, the
pathologic subtype was predictive of overall survival (P < 0.05). Forty-seven of our cases were HIV positive
(77%). In addition to the classical presentation of the different entities, we identified novel and overlapping
features. Reactive HHV8 proliferations were frequently associated with systemic symptoms but never
progressed to overt HHV8-positive lymphoma. Two cases had a plasmablastic proliferation limited to spleen.
Eight cases of multicentric Castleman disease had a previously unrecognized presentation shortly after the
diagnosis of HIV infection, six cases had cavity effusions, and three showed plasmablast enriched proliferations.
One germinotropic lymphoproliferative disorder was EBV negative and three occurred in HIV-positive patients,
who had distinctive clinical and morphological features. Two of the HHV8-related lymphomas did not fulfill the
criteria for previously recognized entities. All these findings expand the clinical and pathological spectrum of
HHV8-related lymphoid proliferations, which is broader than current recognized.

Modern Pathology advance online publication, 13 January 2017; doi:10.1038/modpathol.2016.233

Human herpesvirus 8 or Kaposi sarcoma-associated
herpesvirus (HHV8/KSHV) is a y-herpesvirus that
was first identified as the etiological agent of Kaposi
sarcoma in 1994.! Shortly after, it has been asso-
ciated with different B-cell proliferations such as
primary effusion lymphoma,? and its solid variant,®
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as well as most cases of multicentric Castleman
disease,* particularly in HIV-positive patients.?
While most of these lesions occur in the setting of
HIV infection in HHV8 endemic areas, they may be
also seen in other immunocompromised conditions.®
In 2002, germinotropic lymphoproliferative disorder
was identified as a localized HHV8-related disease
associated with Epstein-Barr virus (EBV) coinfection
in immunocompetent patients.” The updated 2016
World Health Organization classification includes
the new category of HHVS8-positive diffuse large
B-cell lymphoma, not otherwise specified expanding
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Table 1 Main clinicopathological features of all cases

Castleman disease Lymphomas
RH PBP-RP MCD PBR-MCD GLPD PEL ecPEL NOS
Demographics
13 2 25 3 5 9 6 2

Age (range), years 37 (20-44) 40 (36—44) 45 (20-80) 30 (22-37) 47 (27-86) 49 (39-76) 45 (32—62) 53 (44-63)

Male/female, n 13/0 2/0 22/3 2/1 4/0 9/0 6/0 2/0

HIV, n 13 2 18 3 3 6 6 1
Extent of disease

Localized, n (%) 2 (15) 2 (100) 4 (16) — 2 (40) — — 1 (50)

Multiple sites, n (%) 10 (77) 17 (68) 3 (100) 3 (60) — 5 1 (50)
Splenomegaly, n (%) 4 (31) 2 (100) 11 (44) 3 (100) 2 (40) — 3 (50) 2 (100)
Effusions, n (%) 3 (23) — 4 (16) 2 (67) 1 (20) 100 — 1 (50)
B symptoms, n (%) 7(54) 1 (50) 19 (76) 3 (100) 3 (60) 1(11) 4 (67) 2 (100)
Management

Only cART, n (%) 10 (77) — 3 (12) — — — — —

Immunotherapy, n (%) — 3 (12)

Chemotherapy, n (%) 3 (23) 1 (50) 13 (52) 2 (67) 4 (80) 9 (100) 5 (84) 1 (100)
Course

Complete remission, n (%) 11 (85) 1 (50) 16 (76) 2 (67) 2 (50) — 1(17) 1 (50)

Relapse, n (%) — — — — 1 (11) — —

Progressive disease, n (%) — — 4 (20) 1 25) 7 (78) 3 (50) 1 (50)

Histologic transformation, n (%) — — 1(5) — — — —
Outcomes

Died of disease, n (%) — 1 (50) 4 (18) — — 7 (78) 3 (50) 1 (50)

Died of unrelated cause, n (%) 1(8) — 3 (14) 1 (33) — — — 1 (50)
Median (range) follow-up, months 38 (5-95) 19 (0-38) 14 (0-184) 33 (0-64) 11 (1-46) 2 (0-59) 5 (1-35) 24 (0-34)

Abbreviations: cART, combined antiretroviral therapy; ecPEL, extracaviatry primary effusion lymphoma; GLPD, germinotropic lymphoprolifera-
tive disorder; HIV, human immunodeficiency virus; MCD, multicentric Castleman disease; NOS, not otherwise specified; PBR-MCD, plasmablast-
rich multicentric Castleman disease; PBP-RP, plasmablastic proliferation of the splenic red; pulpPEL, primary effusion lymphoma; RH, reactive

follicular hyperplasia.

the spectrum of HHV8-driven malignant plasmablas-
tic proliferations.®

In addition to these well-characterized HHVS8-
related lymphoproliferative disorders, occasional
cases with atypical and overlapping features among
entities have been recognized such as lesions
intermediate between multicentric Castleman dis-
ease and germinotropic lymphoproliferative disorder
in HIV-positive patients® or cases of germinotropic
lymphoproliferative disorder that progress to high-
grade EBV and HHV8-positive lymphoma.'® These
cases represent diagnostic challenges and suggest
that the spectrum of the HHV8-related lesions may
not be fully characterized. On the other hand,
contrary to the well identified EBV-associated
reactive hyperplasia with favorable outcome, espe-
cially under certain immunodeficiency conditions,!?
the prevalence and clinical meaning of HHV8
infection in reactive lymphadenitis have not been
well recognized.

The aims of this study were to characterize the
pathologic and clinical features of the whole spec-
trum of HHV8-related lymphoid lesions in a large
cohort of cases from reactive hyperplasia to overt
lymphomas. Our results expand the spectrum of

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16

HHV8-positive lymphoproliferative disorders with
the identification of novel lesions and previous
unrecognized clinical and pathological manifesta-
tions of the well-defined entities.

Material and methods
Patients and Samples

All HHV8-related lymphoid proliferations with
available tissue biopsies were collected from the
files of Pathology Departments of the Hospital Clinic
and Hospital del Mar, Barcelona, Spain between
2000 and 2015. The initial selection was obtained by
an electronic search in laboratory informatics sys-
tems for ‘HIV’ and ‘reactive lymphoid hyperplasia’,
‘Castleman disease’ and ‘primary effusion lym-
phoma’ and for ‘HHV8’. Unicentric cases of
hyaline-vascular Castleman disease and cases of
isolated Kaposi sarcoma were excluded. We found
a total of 66 cases, including 13 cases of reactive
lymphadenitis with scattered HHV8-positive lym-
phoid cells. All the cases were reviewed and
reclassified based on morphological and phenotypic
features. Available clinical data were collected from
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Table 4 Main clinicopathological features of germinotropic lymphoproliferative disorders

Molecular

Immunophenotype

Clinical features

Tumor
growth

EBV/

MUM1 K/L HHVS

T-cell
markers

Outcome,

TCR

IGHV

B-cell markers

follow-up

Treatment

Gender/age HIV Presentation

Polyclonal Polyclonal

GC

-/+

CD3+

CD20 & CD79a
weak, PAX5-

Aw/D
3m

Watch&wait

- Submental LN

#39 M, 86

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16

GC Polyclonal NA

+/+

CD3+

CD20, PAX5 &

CHOP

Inguinal LN for 3 years

#40 M, 52

CD138 weak and

focal

Polyclonal

Clonal

GC+outer
zone

+/+

Aw/oD

CHOP
11 m

Generalized LN, effusion,

SMG, B symptoms
Generalized LN, B

symptoms

+

#41 M, 47

Polyclonal Polyclonal

GC+outer
zone

+/+

CD3 weak
and focal

CD20 & CD79a+

Aw/D
10 m
R-DA-EPOCH Aw/D

Rituximab
HSCT

+

#42 M, 27

Clonal

GC+outer
zone

+/+

CD3 weak

CD20 & CD79a+

Generalized LN, B

symptoms

+

#42 M, 30

and focal

46 m
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all patients including the type of immunosuppres-
sion, prior or concomitant Kaposi sarcoma, clinical
symptoms, sites of involvement, treatment, response
to therapy, and follow-up. The main clinicobiologi-
cal characteristics of all the patients are summarized
in Table 1.

The study was performed according to the guide-
lines of the ethic committees of Hospital Clinic and
Hospital del Mar.

Immunohistochemistry and Hybridization Studies

Immunohistochemical studies were carried out in all
samples with a panel of monoclonal and polyclonal
antibodies reactive in formalin-fixed paraffin-
embedded tissue sections using a peroxidase-
labeled detection system, standard antigen retrieval
protocols, and an automated immunostainer (Dako
OMNIS, Glostrup, Denmark or BenchmarkXT, Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) as previously
described.'? Detection of the HHV8 was performed
using a mouse monoclonal antibody (HHV8-LANAT1;
clone 13B10; Cell Marque, Hot Springs, AR, USA).
EBV was detected by in situ hybridization using
Epstein-Barr virus encoded small RNA (EBER1,2)
probes (Leica BOND-MAX system; Leica Biosystems
Newecastle upon Time, UK).

IGH Gene Rearrangements

DNA for the study of IGHV and IGK gene rearrange-
ments was extracted from tissue sections using the
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Purified DNA was amplified using primers of the
Framework Regions 1 and 3 (FR1 and FR3) and JH
regions of the immunoglobulin heavy chain gene
(IgH-PCR) and of Vk-Jk region of the immunoglobu-
lin kappa light chain gene (IGK), using the BIOMED2
protocol.'3

Statistical Methods

Differences among the subgroups of patients were
assessed by using the y? test (two-tailed). The
actuarial survival analysis was performed by the
Kaplan and Meier method and log-rank test. Overall
survival was calculated according to standard
definitions.*

Results

The histological and phenotypic review allowed the
classification of the cases in five main categories: (1)
HHV8-positive reactive lymphoid hyperplasia; (2)
plasmablastic proliferation of the splenic red pulp;
(3) multicentric Castleman disease; (4) germinotropic
lymphoproliferative disorder; and (5) HHV8-related
lymphomas. The main clinical and pathological
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Clinical features HHYV status
Outcome,
Gender/age HIV Presentation Diagnosis Treatment follow-up EBV HHVS
#44 M, 53 Yes Ascites PEL CHOP DwD, 19 m ND +
B symptoms MINE/ESHAP
cART
#45 M, 64 No CSF PEL CHOP DwD, 1 m + +
#46 M, 49 No Pleural effusion, ascites PEL Chemotherapy =~ DwD, 3m - +
#47 M, 76 Yes Pleural effusion PEL COP DwD, 1m + +
cART
#48 M, 39 Yes Pleural effusion PEL R-CHOP DwD, 2 m ND +
Nodal KS
#49 M, 68 No Pleural effusion PEL CTX DwD, 0 m + +
#50 M, 46 Yes Pleural effusion PEL CHOP Relapse after 1 + +
Nodal KS year
Aw/oD, 59 m
#51 M, 49 Yes Ascites PEL CHOP DwD, 2m + +
B symptoms
#13 M, 42 Yes Pleural effusion, ascites PEL R-CMyOP AwD, 6 m - +
Axillary LN ESHAP
#52 M, 62 Yes Generalized LN, SMG Constitutional Extracavitary PEL COP DwD, 1m + +
syndrome cART
#53 M, 49 Yes Generalized LN, subcutaneous mass, Extracavitary PEL CHOP Aw/oD, 35 m ND +
SMG MTX intrathecal
B symptoms
#54 M, 36 Yes Duodenal mass Extracavitary PEL Chemotherapy =~ DwD, 1 m + +
#55 M, 32 Yes Mesenteric LN proctitis, B symptoms Extracavitary PEL CTX, PDN AwD, 18 m + +
R-CHOP
cART
#56 M, 49 Yes Bilateral suprarrenal masses, SMG Extracavitary PEL CHOP DwD, 5m + +
B symptoms cART
#57 M, 42 Yes Extracavitary PEL + +
#58 M, 44 Yes Generalized LN, B symptoms, effusions, HHV8 DLBCL CTX DwD, 0m + +
SMG
#59 M, 63 No SMG HHVS8 DLBCL Splenectomy Dw/oD, 34 m - +
R-CHOP

Abbreviations: CMyOP, rituximab, cyclophosphamide, vincristine, prednisone, doxorubicin; CSF, cerebrospinal fluid; CTX, Cyclophosphamide;
DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; MINE, mesna, ifosfamide, mitoxantrone, and etoposide alternated with ESHAP, etoposide,
methylprednisolone, high-dose cytarabine and cisplatin; MTX, methotrexate; KS, Kaposi sarcoma; PDN, prednisone.

characteristics of these groups are described sepa-
rately and summarized in Tables 2-5.

HHV8-Related Reactive Lymphoid Hyperplasia in HIV
Patients

Histological, immunophenotypic, and molecular
features. We investigated the presence of HHV8
in a series of 50 cases diagnosed as HIV-associated
reactive lymphadenitis and identified 13 (26%) cases
harboring HHV8-positive cells. The overall architec-
ture of the lymph nodes was preserved with opened
sinuses and at least partially recognized lymphoid
follicles. Two different histological patterns were
identified. Nine cases showed typical features of
follicular and paracortical hyperplasia with follicu-
lolysis (Figure 1a), and four cases had marked
lymphoid depletion with completely ‘burnt out’
follicles and prominent stromal cell proliferation
(Figure 1c). Scattered HHV8-positive cells were seen

in all cases, either in the interfollicular areas, mantle
zones or inside the germinal centers (Figure 1b
and d). Unlike multicentric Castleman disease none
of the cases of HHVS8-related reactive lymphoid
hyperplasia exhibited follicles with vascular prolif-
eration, thick and hyalinized walls, or hyalinization
of germinal centers. Massive interfollicular plasma-
cytosis was not observed in any case. Five cases also
exhibited scattered endothelial HHV8-positive cells.
Additionally, four cases showed overt Kaposi sar-
coma in the same lymph node capsule. In one case,
the follicular dendritic cells in the germinal centers
showed cytoplasmic positivity for HHV8 (Figure 1b).
Scattered EBV-positive small lymphocytes were
observed in 10 out of the 11 cases analyzed. One
case also had reactive germinal centers massively
infected by EBV. Although double stains were not
performed, the different topographic distribution of
the HHV8 and EBV-positive cells did not suggest
coinfection.

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16
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Figure 1 Histologic features of HHV8-related reactive lymphoid
hyperplasia. (a, H&E) Case #13, reactive follicular hyperplasia
showing (b, HHV8-LANA1) HHV8-positive cells in the mantle
zones and cytoplasmic dendritic cell staining. (¢, H&E) Case #12,
reactive lymph node with ‘burnt out’ follicles and prominent
stromal cell proliferation also displaying (d, HHV8-LANA1)
scattered HHV8-positive lymphoid cells (original magnifications:
x40 (a, c¢) and x 100 (b, d)).

Figure 2 Histologic features of HHV8-positive plasmablastic
proliferation of the splenic red pulp. (a, H&E) Presence of
plasmablasts inside splenic sinuses positive for (b, HHV8-LANA1)
HHVS8 stain (original magnifications: x 400 (a) and x 100 (b)).

Four patients had consecutive or simultaneous
biopsies during the follow-up. Three patients had
simultaneous or subsequent multicentric Castleman
disease and one patient had a concomitant HHV8-
positive primary effusion lymphoma that was nega-
tive for EBV.

Molecular studies for IGHV rearrangements were
performed in five cases. Four were polyclonal and
one showed a monoclonal peak in FR2 region
consistent with clonality. After review, no morpho-
logical evidence of lymphoma was seen in that
particular case.

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16

Clinical features. All patients were male, median
age 37 years (range, 20—44 years), and median time
from the HIV-infection diagnosis to the lymph node
biopsy of 27 months (1-167). Lymph node enlarge-
ment in more than one area was observed in nine
patients and four of them also had splenomegaly. B
symptoms were present in seven patients and one
patient had also increased lactate dehydrogenase
levels. All but two patients were treated with
combined antiretroviral therapy and three patients
also received chemotherapy. One patient received
doxorubicin for Kaposi sarcoma and another, initi-
ally diagnosed as multicentric Castleman disease,
was treated with immunochemotherapy and sple-
nectomy. The spleen did not show any features of
multicentric Castleman disease and after review the
initial lymph node biopsy was re-considered as
HHV8-related reactive lymphoid hyperplasia. The
last patient received immunochemotherapy due to
simultaneous primary effusion lymphoma. After a
median follow-up of 38 months (5-95 months) all
patients except the one with concomitant primary
effusion lymphoma have recovered of all symptoms
and have no evidence of disease.

HHV8-Positive Plasmablastic Proliferation of the
Splenic Red Pulp

Histological, immunophenotypic, and molecular
features. Two cases were included in this category.
Both cases had large spleens (over 1000 g), one from
a surgical splenectomy and the second from an
autopsy. The overall architecture was preserved with
expanded white pulp and scattered large atypical
plasmablasts in the red pulp sinuses and cords with
few of them also in the white pulp. Both cases had
myeloid metaplasia. No histological evidence of
multicentric Castleman disease was identified.
HHVS stain highlighted the intrasinusoidal-positive
plasmablasts (Figure 2). HHV8-positive cells were
also occasionally seen in the reactive white pulp in
both cases. The EBV in situ hybridization showed
scattered positive intrasinusoidal small lympho-
cytes. Clonality analysis for IGHV showed a mono-
clonal peak in FR2 region in one case and a
polyclonal pattern in the FR3 region in the autopsy
case. No evidence of any other lymphoid lesions was
observed at the autopsy in the second patient.

Clinical features. One patient was a 44-year-old
male without relevant past medical history and
recent HIV diagnosis (4 months ago) and Kaposi
sarcoma, who presented with very low CD4 counts (4
cells/ml), high viral load (157200 copies/ml), fever,
giant splenomegaly, and pancytopenia. After sple-
nectomy, he received four cycles of rituximab and
was alive without evidence of disease after 40 months
of follow-up. The second patient was a 36-year-old
man with an 8-year history of HIV infection. The
patient  discontinued combined antiretroviral
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Figure 3 Histologic features of multicentric Castleman disease. (a—e) Case #15 of multicentric Castleman disease with typical features. (a,
H&E) Hyalinized germinal centers are enclosed by a common mantle zone. (b, H&E) Atrophic follicle with hyalinized germinal center
shows penetrating venule. Interfollicular plasmacytosis and prominent vascularization is also observed. (¢, H&E) In the same lymph node,
only one ill defined and depleted follicle was present and showed coinfection by (d, EBER) EBV and (e, HHV8-LANA1) HHVS. (f-i) Case
#20 of multicentric Castleman disease with concomitant grade 1 follicular lymphoma. (f, H&E) Neoplastic-depleted follicles are
surrounded by prominent interfollicular expansion with vascular proliferation and plasmacytosis. (g, HHV8-LANA1) HHV8-positive cells
are found in the follicles and in the Kaposi sarcoma cells. (h, BCL2) All germinal centers are strongly positive for BCL2 and (i) FISH dual
color dual fusion studies highlighted the presence of t(14;18) translocation. (j~n) Case #10 of plasmablast-rich multicentric Castleman
disease. (j, H&E) Atrophic and highly vascularized germinal center are found with prominent mantle zones that intrude into the germinal
centers. (k, IgD) IgD stain highlights the mantle zone proliferation with (I, HHV8-LANA1) the presence of large HHV8-positive cells with
(m, Kappa light chain; n, lambda light chain) lambda light chain restriction. (o—s) Case #37 plasmablast-rich multicentric Castleman
disease with (o, H&E) preserved follicles and expanded mantles show a high number of plasmablasts. (p, CD21) The CD21 staining
highlights the partially disrupted follicular dendritic cell meshwork. (q, HHV8-LANA1) HHV8 staining revealed the presence of high
number of plasmablasts limited to the follicles. No sheets of neoplastic cells are found. (r, Giemsa) Pleural effusion shows scattered
plasmablasts. (s, HHV8) HHV8-positive in a background of small lymphocytes and histiocytes (original magnifications: x 40 (f), x 100 (b, c,
g, h, k, 0), x200 (a, d, e, j, I-n, q), x400 (p), and x 600 (r, s)).

therapy and had very low CD4 counts (1 cell/ml) and
high viral load (>50000 copies/ml). He developed
severe pancytopenia and disseminated Kaposi sar-
coma with mycoplasma infection and died few days
after admission to the hospital.

Multicentric Castleman Disease HHV8-positive

Histological, immunophenotypic, and molecular
features. Twenty-eight cases fulfilled criteria for
multicentric Castleman disease, with abnormal
follicles with plasmablasts in the mantle zones
and marked vascular proliferation with striking

plasmacytosis in the interfollicular area. In nine
cases (32%), the follicular architecture was difficult
to assess on H&E due to a prominent vascular
proliferation with marked regressive follicles that
were only evident with the follicular dendritic cell
staining. As expected, the plasmablasts were
strongly positive for IgM with lambda light chain
restriction in all cases whereas the interfollicular
plasma cells were polytypic. All cases had atypical
HHV8-positive plasmablasts in the mantle zone and
in 16 cases positive cells in the germinal centers
were also observed (Figure 3). Cytoplasmic HHV8
positivity in follicular dendritic cells was observed
in five cases.
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EBV-positive small lymphocytes were detected in
the interfollicular areas of 18 cases, but the total
number of EBV infected cells was usually low (<5
cells in 10 high-power field). However, one case also
exhibited a solitary germinal center with coinfection
of EBV and HHV8, mimicking a germinotropic
lymphoproliferative disorder. Nevertheless, the coin-
fected cells lacked immunoblastic morphology and
only partially filled the regressive follicle. The
remaining follicles of the node had the typical
features of multicentric Castleman disease (Figure
3a—e).

Three cases had atypical multicentric Castleman
disease features with an overgrowth of plasmablasts
reminiscent of a germinotropic lymphoproliferative
disorder or microlymphoma arising in multicentric
Castleman disease (Figure 3j—s). All three cases had
regressive follicles with mantles zones intruding and
replacing the germinal centers accompanied with
interfollicular plasmacytosis and vascular prolifera-
tion. Although high number of intrafollicular IgM
lambda plasmablasts was identified, the germinal
centers were not massively replaced and EBV was
negative in all cases. None of these cases had
shedding of plasmablasts replacing the normal nodal
architecture and we thoughtfully named these cases
as plasmablast-rich multicentric Castleman disease.

Six cases presented with effusions and cytological
specimens were available in five cases, three
corresponding to classical multicentric Castleman
disease and two of plasmablast-rich multicentric
Castleman disease. Very few HHV8-positive plasma-
blasts were detected in one case of multicentric
Castleman disease and in both cases of plasmablast-
rich multicentric Castleman disease in a background
of reactive small lymphocytes. None of them had
features of primary effusion lymphoma (Figure 3r—s).

In five patients consecutive biopsies were per-
formed during the follow-up of their disease. Four
patients had simultaneous or subsequent lympho-
mas, one primary effusion lymphoma, two high-
grade B-cell lymphomas, not otherwise specified,
and one follicular lymphoma. One patient had two
biopsies in a 2-month period with similar histologi-
cal features. The concomitant follicular lymphoma
was grade 1, positive for the t(14;18) and BCL2
overexpression, and the tumor cells were negative
for EBV and HHV8 (Figure 3f-i). The bone marrow
showed infiltration by follicular lymphoma and
scattered interstitial HHV8-positive cells. Concomi-
tant Kaposi sarcoma was found in 11 cases and
scattered HHV8-positive endothelial cells without
evidence of Kaposi sarcoma were seen in five
additional cases.

IGHV gene rearrangement was successful in 16
cases. A monoclonal rearrangement was only found
in the case with concomitant follicular lymphoma.
All remaining cases were polyclonal, including two
of three plasmablast-rich multicentric Castleman
disease cases.

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16

Clinical features. Twenty-four patients were male
and four female (median age, 43 years; range, 20—80
years). Twenty-one cases were HIV positive (75%)
with a median time since the HIV diagnosis
to the lymph node biopsy of 18 months (0-182);
40% (8/21) developed the disease during the first
year after the diagnosis of HIV infection. At the time
of biopsy, 14 patients had low CD4 counts (< 200/
mm?) and/or high HIV viral load (>20000
copies/ml). Among HIV-negative patients, two had
a potential underlying cause of immunosuppression:
one patient had a systemic lupus erythe-
matosus treated with immunosuppressive drugs
and the other patient received chemotherapy for a
colon adenocarcinoma. Four additional HIV-
negative patients were aged more than 65 years
old and immunosenescence could induce certain
level of immunosuppression. Eighteen patients
presented with lymphadenopathies involving more
than one region and 13 also had splenomegaly.
Systemic inflammatory symptoms were observed in
22 patients. Fifteen patients were treated with
chemotherapy and 10 with rituximab. Three
cases only received rituximab. Four patients were
only treated with combined antiretroviral therapy
and/or steroids, two of them because of poor
performance status and they died shortly after
diagnosis.

Germinotropic Lymphoproliferative Disorder
HHV8-Positive

Histological, immunophenotypic, and molecular
features. Six lesions from five patients were
included in this category. All cases had overall
preserved architecture with follicular involvement
by a plasmablastic proliferation mainly confined to
the germinal centers but with some extension to the
adjacent areas (Figure 4a—d). Prominent polytypic
plasmacytosis was present in the expanded inter-
follicular areas of all cases. The expression of B-cell
markers in the plasmablastic proliferation was
heterogeneous, being either weakly positive or
negative for CD20 and CD79a. One case had focal
expression of CD138. Three cases coexpressed CD3
but other T-cell markers were negative. All cases
were positive for IRF4. Coinfection of HHV8 and
EBV in the same tumor cells, as previously
described, was observed in five samples, but one
case was EBV negative. In this case, the tumor cells
were confined into the germinal center and the
dendritic cell meshwork was displaced to the
periphery of the follicle. The tumor cells expressed
kappa light chain restriction (Figure 4e—h).
Molecular studies for IG rearrangements were
performed in all six samples. Three cases were
polyclonal for IGHV and two were clonal, one in
Vk-Jk and the other in FR3 region. T-cell receptor
clonal rearrangements were not detected in any case.
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Figure 4 Histologic features of germinotropic lymphoproliferative disorder. (a—d) Case #42 of germinotropic lymphoproliferative disorder
in an HIV patient with (a, H&E) overall preserved architecture and expanded follicles filled with (b, HHV8-LANA1) HHV8 and (c, EBER)
EBV-positive plasmablasts. (d, CD21 and HHV8-LANA1) Double stain for HHV8 and CD21 highlights the partial disruption of the follicular
dendritic cell network. (e-h) Case#39 of EBV-negative germinotropic lymphoproliferative disorder in an HIV-negative patient. (e, H&E)
The enlarged germinal centers are replaced by plasmablastic cells that coalesce and form clusters limited to the germinal center. (f, CD21)
CD21 staining shows that HHV8-positive cells occur within a follicular dendritic cell meshwork disrupted and pushed out at the
periphery. (g, HHV8-LANA1) The plasmablasts are positive for HHV8 but (h, EBER) negative for EBV (original magnifications: x 20 (a—c),
x40 (e—g), x 100 (d), and x 200 (h).

Figure 5 Histologic features of HHV8 lymphomas. (a—e) Case#59 of primary splenic HHV8-positive lymphoma (a, H&E) Effacement of the
splenic architecture by large atypical plasmablasts (b, HHV8-LANA1) positive for HHV8 and (¢, Blimp1) with expression of PRDM1/
BLIMP1, a transcription factor associated with plasma cell differentiation. (d, lambda; e, kappa) The tumor cells showed clear lambda light
chain restriction. (f-j) Case#58 of HHV8-positive lymphoma. (f, H&E) Pericardial involvement by sheets of atypical plasmablasts with
extensive necrosis. (g, Giemsa) Peripheral blood showed leukemic involvement by large atypical plasmablasts with eccentric nuclei
(h, HHV8-LANA1) The tumor cells were positive for HHV8 (i, EBER) and some of them also coexpressed EBV. (j, HHV8-LANA1) At
autopsy, one of the lymph nodes showed partially preserved architecture with HHV8-infected cells limited inside the follicles mimicking
germinotropic lymphoproliferative disorder (original magnifications: x 1 (j), x 100 (a), x 200 (b), x 400 (c—f, h—i), and x 1000 (g)).
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Clinical features. All patients were male, with a
median age of 47 years (27—-86 years). Three were
HIV positive, with a median time from the HIV
diagnosis of 59 months (35-88 months). These
patients presented with atypical features such as
generalized lymphadenopathy and B symptoms and
were treated with chemotherapy. One of them was
initially only treated with rituximab and achieved
partial response with later disease progression. A
new biopsy under progression revealed similar
features and the patient received then chemother-
apy. After a median follow-up of 12 months, all three
patients were alive, one of them with persistence of
disease.

Two patients were HIV negative. One was an 86-
year-old man with large localized cervical adeno-
pathy. The patient did not receive any additional
treatment and at 3 months of follow-up remained
with stable disease. The last patient was a 52-year-
old man with localized inguinal disease for 3 years
without B symptoms. After the diagnosis the patient
was treated with chemotherapy regimen including
ciclofosfamide, doxorubicin, vincristine and predni-
sone. Follow-up was not available.

HHYV8-Positive B-Cell Lymphomas

Histological, immunophenotypic, and molecular
features. We identified 17 cases with overt HHV8-
positive B-cell lymphoma. Fifteen were primary
effusion lymphoma, nine patients presenting with
pleural effusion and/or ascites and six patients as
mass-forming lesions (extracavitary primary effusion
lymphoma). Interestingly, one case presented exclu-
sively with cerebrospinal fluid involvement. All
cases exhibit immunoblastic or plasmablastic fea-
tures with immunophenotypic features of plasma
cell differentiation (IRF4+, CD138+ and negative or
weak expression of mature B-cell markers). Ten of 13
cases studied were coinfected with EBV. Aberrant
expression of CD3 was seen in four cases. Three
cases had variable expression of CD30 and one of
them also coexpressed CD15. Six of the 15 patients
had lymph node enlargement. Two of them showed
massive infiltration by Kaposi sarcoma, one case had
a massive and exclusive sinusoidal involvement by
lymphoma cells and three cases had a reactive
follicular hyperplasia, only one with HHVS-
positive cells.

The other two overt HHV8-positive lymphomas
had particular features. One of them could corre-
spond to the new World Health Organization
category, HHV8-positive diffuse large B-cell lym-
phoma, not otherwise specified. In this patient, the
lymphoma involvement was limited to the spleen
which had a complete effacement of the architecture
by a diffuse proliferation of large atypical HHV8-
positive, EBV-negative cells with plasmablastic
differentiation. (Figure 5a—e) Residual areas of multi-
centric Castleman disease or germinotropic
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Figure 6 Overall survival by pathology subgroup.

lymphoproliferative disorder were not detected.
The atypical cells expressed cytoplasmic IgM
lambda and were focally positive for CD79a and
IRF4 with strong PRDM1/BLIMP1 expression.

The last case had morphologic features that did
not fulfill the criteria for any of previously described
B-cell malignancies associated with HHV8 infection.
It was a widespread disease with aggressive behavior
and leukemic, nodal, hepatosplenic, bone marrow,
and pericardial involvement. At autopsy, a large cell
lymphoma with immunoblastic features was
observed in all these sites (Figure 5f—g). Although
in some cells EBV and HHV8 coinfection was
observed, the numbers of HHV8-infected cells out-
numbered the EBV-positive cells (Figure 5h-1).
Intriguingly, one lymph node showed also residual
follicles exhibiting features reminiscent of germino-
tropic lymphoproliferative disorder, raising the
possibility of a transformation from germinotropic
lymphoproliferative disorder (Figure 5j).

Clinical features. All primary effusion lymphoma
patients were male with a median age of 49 years;
range, 32—76 years. All patients were immunosup-
pressed: 12 patients were HIV positive; one has a
prior history of liver transplantation 10 months ago,
one was under steroid therapy for interstitial lung
disease and the last patient was previously treated
for a Hodgkin lymphoma and colorectal carcinoma.
All patients received chemotherapy and 10 died with
a median survival of 2 months (0-19 m).

The patient with HHV8+ diffuse large B-cell
lymphoma, not otherwise specified, was an
HIV-negative 63 years old male. The patient had
splenomegaly and B symptoms and was staged
as I-E and thus treated with splenectomy and four
cycles of rituximab  plus ciclofosfamide,



doxorubicin, vincristine, and prednisone. He recov-
ered from all symptoms and the patient died of
cardiac arrest 3 years after the diagnosis with no
evidence of lymphoma.

The last patient with overt aggressive lymphoma
was a 44-year-old HIV male who presented with
malaise and pericardial effusion. The patient died
without receiving any chemotherapy due to rapidly
progressive disease and respiratory failure.

Comparative Analysis Between HHV8-Related
Pathological Groups

There were no statistical differences in age or gender
distribution between groups. As expected, the five
HHV8-related pathology subgroups significantly dif-
fered in overall survival (P < 0.05; Figure 6).

Discussion

Human herpesvirus 8 (HHV8 or KSHV) is a herpes-
virus that infects both lymphoid and endothelial
cells. The virus drives Kaposi sarcoma and lymphoid
neoplasms, especially in immunosuppressed
patients mainly in the setting of HIV infection.
Similarly to EBV (human herpesvirus 4),1° the
oncogenic transformation occurs following the initial
infection, when the virus establishes a latent phase.
As in EBV infection, a variety of lymphoid
proliferations from reactive hyperplasia to overt
lymphoma may occur. Nevertheless, the wide spec-
trum of HHV8-related lymphoid lesions, including
HHV8-positive reactive conditions, are not fully
characterized. Here, we present a series of 66 cases
encompassing different HHV8 lymphoproliferative
disorders in HIV-positive and -negative patients that
have allowed us to identify novel findings including
overlapping features among entities, atypical clinical
and morphological presentations as well as cases
that did not fit in any of the previously described
categories, suggesting that the spectrum of HHVS-
related lymphoid proliferations may be broader than
currently recognized.

We recognized 13 cases of reactive lymphoid
hyperplasia in the context of HIV infection, in which
HHV8-positive plasmablasts were identified. Some
of these patients presented clinically with general-
ized lymphadenopathy and systemic inflammatory
symptoms that were reminiscent of the recently
described Kaposi sarcoma virus related inflamma-
tory cytokine syndrome (KICS) related to viral
IL6 secretion. Although the histological substrate of
these lesions is not well characterized, all these cases
lacked features of multicentric Castleman
disease.1:17 In our reactive HHV8+ cases, the serum
IL6 levels were not studied and thus we cannot
confirm whether they may correspond to KICS.
Despite the fact that all our reactive HHV8* cases
lacked features of multicentric Castleman disease, a
subsequent or concomitant biopsy showed a
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multicentric Castleman disease in three patients.
This finding suggests that some of these lesions may
either overlap or transform, highlighting the impor-
tance of performing nodal biopsies if clinical
symptoms persist. It is not easy to asses if these
infected cells in these reactive cases are bystander
circulating cells or represent an early stage of
multicentric Castleman disease since the number of
cases is very limited. One of the patients who
developed multicentric Castleman disease 2 months
later under combined antiretroviral therapy had
already infected cells in the reactive mantle zones.
However, this pattern is very rare since most of the
cases only harbored scattered infected cells in the
interfollicular areas and never progressed to multi-
centric Castleman disease.

We also report two cases of HHVB8-positive
plasmablastic proliferation of the splenic red pulp
in highly immunosuppressed HIV-positive patients.
The HHV8-positive cells were mainly detected
inside sinuses and cords. Although scattered HHV8
plasmablasts were also seen in reactive white pulp,
criteria of any other HHV8-related disorder were not
recognized. One of these patients died of dissemi-
nated Kaposi sarcoma and no evidence of HHV8
plasmablastic proliferation outside the spleen was
observed at autopsy. To our knowledge no previous
reports on similar proliferations have been reported.
Whether these cases are related to primary splenic
presentation of HHV8-positive diffuse large cell
lymphoma has to be still elucidated.'®

The most common lesion in our cohort was
multicentric Castleman disease and 21 of the 28
patients were HIV positive. Multicentric Castleman
disease in HIV-positive patients usually develops
around 3 years after the diagnosis of HIV under long-
standing combined antiretroviral therapy and is
commonly associated with Kaposi sarcoma.'®-2! In
our series, 40% of the patients also had nodal Kaposi
sarcoma, but multicentric Castleman disease pre-
sented shortly after primary HIV infection or even at
the time of HIV diagnosis with a median of 18 months
(0-182 months). This atypical presentation of our
HIV-positive multicentric Castleman disease cases
may be due to the introduction of combined
antiretroviral therapy that has dramatically modified
the natural history of HIV infection. Except for the
clinical presentation, all our cases fulfilled the
criteria for multicentric Castleman disease.

Peculiarly we found five multicentric Castleman
disease cases and one additional case with HHV8-
related reactive lymphoid hyperplasia with cytoplas-
mic staining for the latent nuclear antigen of HHV8
(LANA1) in follicular dendritic cells. This finding
has already been recognized in the literature.??
Dendritic cells play an important role in HHVS8
infection and pathogenesis.???* Myeloid-dendritic
cells and macrophages can be infected by HHV8
through DC-SIGN receptor?® and follicular dendritic-
like cells have shown to express DC-SIGN.2®

13

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16



HHV8-related lymphoid proliferations

B Gonzalez-Farre et al

14

‘uorssarddnsounurur ‘gy fsnata O sunedsy ‘ADH ‘snita g snnedeay ‘O ‘eseastp Areuownd 9AONNSqo O1UOIYD ‘qJOD) SUONERIALIqQY

—8€1dD
—8€UdD
++ + ‘-e6LaD uMOoTYUN uMoTU) N'T Te[noraepeidns Teoraren) ON N ‘e  ¢T.reg-nopnodeg
= 8€10UD (stsouderp [entur
‘-GxXvd Ioye W g) W g1°qo/MV
-B6L0D ewroqdwAT+g AHH/+ BTUIOUR AGH
+/+ T + ‘-0zdd AgA 0} uotssaidorg onATowaY N'T OLISJUISIN POIB[OS] ‘ADH 1°e9 $T,9[[TAINOD)
+8€10UD
TeuopoAod +/+ P! ‘-0zdo wel ‘qo/mv dOHD NT Ie[nqrpuewqng adoo N ‘SL 11.90
—8€1dD
—®64(D T1.pue
[euoAjog +/+ M + ‘-0zdd sreak £ ‘qo/my ON suroyduwAs g ‘N'T [BOTAI9D0I0IR T ON N ‘09 £0, OTUOJUY, (I
9PIUIRJSOJO[IAD)
qLv swoydwAs g ‘ONS
[euooA[od +/+ T + [e20} 02D ama QUOSTUPAIJ ‘OTWONNS] ‘UOTSNJd ‘N'T POZI[eIouon) ATH N ‘S¥ £0,WdT[0S
+8€dD
—8€1dD
-®6.0D
[euoo4jod +/+ M dN -0z2dD umouyu) onjroe ered 3 reumnsSur o] ON 1°e9 z0.nQ
-e6.0D sIeah
VN +/+ T AN -02ad s1eak GT ‘qo/my I¥ ¥ 0] N'T [eumsut ‘repnqrpuewqng ON N ‘19 c0.na
pueq —®6200
juRuTWo(] +/+ T N -0zdD sreak £ ‘qo/my dOHD SIBOA g I0J N'T [BOTAIBD ‘ATR[[IXY ON N'T% z0.nQ
AHOI  8AHH T/ FAHI SI9YIDUI [J90-g dn-morjof ‘aurooinp JuaunDAI], uonDIUasaIg SI 28D 901m0g
/AT \opusy
ID[NII[ON adAfjousydounuruy sarnjpaf [poruIfy)

sased (419 peysiqnd jo seinjes UIEjN 9 3[qe.L

MODERN PATHOLOGY (2017) 00, 1-16



However, we do not know whether this pattern of
staining is specific.

Interestingly, we also identified three atypical
multicentric Castleman disease cases that were
enriched in the number of plasmablasts. All these
cases had a massive proliferation of plasmablasts in
the follicles with a highly disrupted follicular
dendritic cell meshwork. Only with staining of
residual IgD-positive mantle zone cells the follicles
became apparent. The differential diagnosis with
HHV8-positive germinotropic lymphoproliferative
disorder could be challenging. Nevertheless, in
germinotropic lymphoproliferative disorder the fol-
licles are easily identified on H&E stain and the
lesions are usually EBV+. One of our plasmablast-
rich multicentric Castleman disease exhibited large
aggregates of HHV8-positive plasmablasts reminis-
cent of what have been described as
microlymphoma.?! None of our cases progressed to
over HHV8-associated lymphoma. The differential
diagnosis with primary effusion lymphoma could be
considered in some of these cases as they may
present with effusions with HHV8-infected plasma-
blasts. However, contrary to primary effusion lym-
phoma the number of HHV8 cells present in the
effusion of these cases is very low and within a
reactive background of plasma cells and small
lymphocytes.

HHV8-positive germinotropic lymphoproliferative
disorder is a non aggressive HHV8-positive lesion
that occurs in HIV-negative patients usually with
localized disease.”8 Interestingly, some of our cases
differ from this particular clinical presentation.
Three of our five patients were HIV positive and
presented with generalized lymphadenopathy and B
symptoms. Since the original description, just eight
more cases have been reported (Table 6) and only
one of them arose in an HIV-positive patient with a
more aggressive clinical course. Histologically, the
plasmablastic proliferation in these cases spread
outside the germinal center invading the outer zone.
Unlike microlymphoma arising in multicentric Cas-
tleman disease, our cases involve most of the
follicles and the disruption of the follicular dendritic
cells is not limited to a single follicle. Moreover,
microlymphoma is an EBV unrelated proliferation
and the neoplastic cells are always lambda restricted,
whereas two of our cases are kappa restricted.
Intriguingly, we observed a similar pattern in a
partially preserved lymph node of an HIV-positive
patient with HHV8-positive large cell lymphoma,
suggesting the possibility of a germinotropic lym-
phoproliferative disorder transformation into an
overt lymphoma as previously suggested.®!? Our
HIV-negative patients presented with conventional
clinical and pathological germinotropic lymphopro-
liferative disorder features but one of them was EBV
negative, an aspect not previously described in this
entity. This case did not fulfill the criteria of
multicentric Castleman disease, since the patient
had localized lymph node enlargement without B
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symptoms and morphologically the follicles were
expanded, filled with plasmablasts and the cells
expressed kappa light chain. Similarly to other
HHV8-related proliferations?”:28 but not previously
reported in germinotropic lymphoproliferative
disorder, three of our five cases aberrantly
expressed CD3.

Among HHV8-positive lymphomas we have iden-
tified 14 primary effusion lymphoma cases with
typical features and three additional cases with some
particularities. One HIV patient had a primary
effusion lymphoma with a primary cerebrospinal
fluid involvement with no effusions or lymph node
enlargement. Primary central nervous system invol-
vement by primary effusion lymphoma has been
rarely described in HIV-positive patients.??:30 Detec-
tion of HHV8-positive plasmablasts in the cerebrosp-
inal fluid is the diagnostic feature. One patient had a
disseminated HHV8-positive lymphoma presented
with lesions reminiscent of germinotropic lympho-
proliferative disorder in a partially preserved lymph
node. Although we cannot rule out a secondary
involvement of the follicles by the tumor, this
observation has been rarely recognized,®!? suggest-
ing that some cases of germinotropic lymphoproli-
ferative disorder may progress to overt lymphoma.
Finally, we also found an EBV negative, HHVS8-
positive, large cell lymphoma expressing IgM
lambda, limited to the spleen in a non-HIV patient.
This situation was similarly described in an
HIV-positive patient3! and may correspond to the
new World Health Organization category of
HHV8-positive diffuse large B-cell lymphoma, not
otherwise specified.?

In summary, HHV8-positive lymphoid prolifera-
tions are a heterogeneous group of lymphoid
proliferations that represent a wide pathological
spectrum ranging from reactive hyperplasia to
aggressive lymphomas. The results of our study
advocate for routine HHV8 testing in all lymphoid
proliferations in  immusuppressed  patients,
especially in the setting of HIV infection.
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Discusion

Los trabajos que integran esta tesis estdn centrados en dos grupos de
sindromes linfoproliferativos asociados a inmunodeficiencia, los sindromes
linfoproliferativos post-trasplante y las proliferaciones linfoides asociadas al virus
herpes tipo 8. La etiopatogenia de estas lesiones es poco conocida, debido a la gran
heterogeneidad clinica e histolégica que presentan. Ademas, su baja incidencia y el
solapamiento clinico e histolégico dificultan el establecimiento de criterios
diagnésticos especificos y factores con implicaciones prondsticas. El manejo clinico de
estas lesiones es también problematico ya que se desarrollan en pacientes con un
sistema inmunolégico defectuoso de manera que encontrar el equilibrio entre el
restablecimiento de la inmunidad y el tratamiento de la lesién en si puede resultar un

reto para el médico que trata al paciente.

Asi, en el primer trabajo nos centramos en los sindromes linfoproliferativos
post-trasplante y en la identificacion de pacientes de riesgo que potencialmente se
podrian beneficiar de tratamientos con menor toxicidad. En el segundo trabajo,
caracterizamos una serie larga de proliferaciones linfoides asociadas a la infeccion por
virus herpes tipo 8 y aportamos criterios histolégicos que permiten una mejor

clasificacion.

En el primer trabajo de esta tesis analizamos una serie amplia de PTLD en la
que estudiamos de manera extensa la funcidon del EBV y sugerimos el papel de la
replicacion viral en tejidos en estos trastornos. El EBV tiene una implicacién
fundamental en el desarrollo de los PTLD ya que en la mayoria de los casos existen
células tumorales infectadas por el virus.?% Ademas, la seronegatividad para EBV en
el momento del trasplante es uno de los principales factores de riesgo para su
desarrollo. Este factor explica la mayor incidencia de PTLD en nifios relacionado
probablemente con la primoinfeccién viral.?%2%) pe hecho, el tratamiento profilactico
con antivirales en pacientes pedidtricos se ha relacionado con una tasa menor de
PTLD.?*2™) Clasicamente se pensaba que la replicacidon viral se daba Unicamente en
dos supuestos, durante la primoinfecciéon y en el momento de la reactivacion en

pacientes HIV positivos con leucoplasia oral vellosa.?*? sin embargo, modelos murinos

103



104

Discusion

han demostrado la importancia de la fase litica también en la Iinfomagénesis.(114’213)

Los ratones infectados con cepas de EBV con capacidad replicativa desarrollan mas

linfomas que los animales infectados con cepas sin capacidad de repIicacic’m.“”’

Mediante técnicas de inmunohistoquimica analizamos la presencia de
replicacion viral en muestras de PTLD mediante el estudio de 2 genes implicados en el
inicio de la fase litica del virus, BZLF1 y BMRF1. Estos genes se expresaron en el 60% de
los PTLD-EBV positivos de nuestra serie y de manera similar a los modelos murinos
solamente detectamos replicacion en una pequefia fraccion de células neoplasicas,
que parece pueda ser suficiente para desempefiar un papel en la linfomagénesis. El
escaso numero de células en fase litica puede deberse a que en algunos casos la
infecciéon viral es citocida y puede sensibilizar las células del huésped para ser
eliminadas por células NK.?**2%) sin embargo, aunque en algunos casos el origen de
las particulas virales estuviese en células no neoplasicas, la mera presencia de éstas
podria generar un microambiente que permitiria el crecimiento del tumor. La
expresion de algunos genes de fase litica como BZLF1 induce la secrecién de IL-10 por
parte de las células B que promueve la supervivencia tanto de la poblacién de las
células B tumorales como de células no neoplasicas. Ademas, las células infectadas
pueden lisarse y de esta manera permitir la propagacién horizontal del virus de célula a
célula con el consiguiente aumento del pool de células latentemente infectadas con

1% por otra parte, la replicacién viral puede

genes virales oncogénicamente activos.
ser también muy importante desde un punto de vista bioldgico, ya que dos de los
genes tempranos de fase litica BHRF1 y BALF1 son homélogos de BCL2 y promueven la

supervivencia tumoral.2113)

También estudiamos mediante inmunohistoquimica la expresion de XBP1, un
factor de transcripcién relacionado con la diferenciacion plasmocelular cuya expresién

se ha asociado a un comportamiento clinico mas agresivo en otros tipos de

(195) 1 (197,198,217)

linfomas y que ademads promueve la expresién de BZLF Ademas, otros
factores de transcripcidon que inhiben la diferenciacion plasmocelular, inhiben también

la replicacion viral, lo que sugiere que aquellos tumores con mayor diferenciacién
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plasmocelular podrian ser los que presentaran mayores tasas de replicacién

11992000 Epy huestra serie completa de pacientes, un 37.5% de nuestros casos

vira
mostraban expresiéon de XBP1 pero si nos centrdbamos solamente en los casos EBV
positivos existia una correlacion importante entre replicacién viral y diferenciacién
plasmocelular (11/12 con replicacidén vs 4/11 sin replicacion; p<0.005) lo que apoya
una conexiéon importante entre estos eventos. Ademads, de manera similar a otros tipos
de linfomas™® Ia expresiéon de XBP1 se asociaba a agresividad clinica, con una

supervivencia global al afio del diagndstico del 33% en los casos XBP1 positivos vs 87%

en los negativos (p=0.002).

La latencia es el estado en que el virus permanece en la célula infectada sin
produccidn viral activa. Durante esta fase, a diferencia de la fase replicativa, solamente
existe expresion de un numero limitado de genes. La fase de latencia tipo Ill es aquella
en la que se expresan todos los genes de latencia y es la fase tipicamente asociada a la
mononucleosis infecciosa o a los estados de inmunodeficiencia.?*® Sin embargo, en
nuestra serie solamente 46% de los casos EBV positivos mostraban latencia tipo I,
probablemente debido a la reduccion de la intensidad en los tratamientos
inmunosupresores tras el trasplante y a la represion de EBNAs durante Ia

diferenciacién plasmoceluIar.(198’219’22°)

La activacion de la fase litica es el paso clave para la trasmisidon del EBV de
célula a célula, dado que al activarse la fase litica, la nueva célula infectada expresa el
programa de latencia tipo Ill y se diferencia hacia una célula B de memoria. Esta, es
liberada finalmente a la sangre periférica lo que permite detectar niveles séricos altos
del virus. Por eso, algunos autores han empleado la PCR en suero para evaluar la

s 1(128,221) L - L .
replicacion viral. En nuestra serie sin embargo, existia poca correlacién entre los
datos de PCR en sangre y la replicacidén viral en los tejidos analizados al igual que

222) En |a fase de latencia la

sucede con otros virus que replican también en tejidos.
replicacion del episoma se da por la via de la DNA polimerasa del huésped de manera
gue no es sensible a los antivirales, que para actuar requieren la DNA polimerasa viral.

Por este motivo, antes de decidir un tratamiento con antivirales en los pacientes con
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(111,223,224) y asi seleccionar

PTLD deberia realizarse una evaluacion de replicacion,
aquellos pacientes que se podrian beneficiar de un tratamiento antiviral. El uso de
antivirales como tratamiento profilactico para la prevencién de desarrollo de PTLD se
ha utilizado con éxito en pacientes pediatricos.*™" Sin embargo, en adultos los
resultados son mas discutidos, probablemente debido a que la mayoria de los adultos
ya estdn infectados en el momento del trasplante y ademdas en muchos casos, no hay
un protocolo estandarizado para estudiar el estatus del EBV tanto en el receptor como

en el donante.?0225226)

Aunque el tratamiento de eleccion para los PTLD es la reducciéon de la
inmunosupresion, que produce buenos resultados en lesiones tempranas y en PTLD
polimérficos, en muchos casos, especialmente en las lesiones monomorficas, se
requieren tratamientos adicionales. De hecho, actualmente las guias de tratamiento
recomiendan reducir la inmunosupresién y en pacientes que no responden usar como
primera linea un tratamiento secuencial con rituximab y CHOP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina y prednisona).(15’227) Curiosamente tanto rituximab como los
esteroides y algunos agentes quimioterdpicos han demostrado ser inductores de la
replicacion viral in vitro y asi hacen que las células sean sensibles a los agentes

antivirales.!*>?%)

Por otro lado, bortezomib es un inhibidor del proteosoma que
interfiere en la activacién de XBP1 y también induce replicacion viral de las células
infectadas. Este farmaco se encuentra actualmente en estudio en ensayos clinicos de

neoplasias asociadas a gamma herpes virus, como los PTLD.2282%0)

En nuestra serie, la combinacién de latencia tipo Il con replicacién simultdnea
parecia detectar un subgrupo de pacientes altamente inmunosuprimidos con menor
incidencia de rechazo o enfermedad del injerto contra el huésped y mayor riesgo de
reactivacion de citomegalovirus. Estos pacientes, tenian ademds una supervivencia
menor y un tiempo desde el trasplante hasta el debut del PTLD también menor.
Aunque esto podria deberse a que son pacientes mdas inmunodeprimidos pensamos
gue la replicacion viral tiene un valor importante en esta agresividad. De manera que si

reducimos los niveles de inmunosupresion de estos pacientes y los tratamos con
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terapias dirigidas a combatir la replicaciéon viral (antivirales) podriamos eliminar las

células en fase litica y asi evitar la transmisién de EBV de célula a célula.

En el segundo trabajo de esta tesis nos centramos en las proliferaciones linfoides
asociadas a HHV8. Del mismo modo que ocurre con EBV®Y tras la primoinfeccion, el
virus establece una fase de latencia donde permanece de forma silente hasta el
momento de la reactivacidn. Las proliferaciones asociadas a infeccion por HHV8 estan
menos caracterizadas que las asociadas a EBV, en parte debido a su baja frecuencia y
al solapamiento clinico e histoldgico que presentan, lo que dificulta su adecuada
clasificacién. En este trabajo estudiamos 66 casos de proliferaciones linfoides, 77% en
el contexto de infeccion por HIV y aportamos criterios que permiten una mejor
clasificacién. También identificamos hallazgos previamente no descritos que sugieren
un espectro mas amplio de proliferaciones asociadas a HHV8 de lo previamente

reconocido.

Describimos 13 casos de hiperplasias linfoides reactivas (HHV8-RH), todas en el
contexto de infecciéon por HIV y presencia de escasas células HHV8 positivas. Este
hallazgo ampliamente conocido para EBV, no esta bien caracterizado para HHV8 vy
puede conducir a un diagndstico erréneo de MCD con el sobretratamiento que esto
implica. Todos los pacientes de este grupo sin lesiones sobreanadidas presentaron
evoluciones favorables con tratamiento antirretroviral. Un paciente recibid
tratamiento quimioterapico debido a un diagnéstico inicial erréneo de MCD. La
presentacion clinica de estos pacientes puede ser heterogénea y aparentemente
agresiva con linfadenopatias generalizadas y sintomas inflamatorios sistémicos que
remedan un linfoma o MCD. Recientemente se ha descrito un sindrome conocido
como KICS que clinicamente se presenta de forma similar. Sin embargo, su sustrato
histolégico no esta bien caracterizado.”*>?*® Estas lesiones se caracterizan por niveles
séricos elevados de IL-6. Es posible que algunos de nuestros casos puedan
corresponder a casos de KICS pero no disponemos de los niveles séricos de IL-6 para
poder confirmarlo. Por otra parte, aunque ninguno de nuestros casos presentaba

aspectos de MCD, las biopsias concomitantes o posteriores en 3 pacientes
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evidenciaron MCD lo que sugiere que, de manera analoga a EBV, estas lesiones se
pueden presentar en un mismo paciente o pueden transformarse en otras lesiones.
Este hallazgo muestra la importancia de rebiopsiar a los pacientes siempre que los
sintomas clinicos persistan. Discernir si las células infectadas por HHV8 en estos casos
eran células circulantes o representaban un estadio inicial de MCD es dificil debido al
escaso numero de casos. Uno de los pacientes que desarrolla MCD al cabo de 2 meses
con cART vya tenia células infectadas en los mantos foliculares. Sin embargo, este
patrén fue poco frecuente en nuestros casos y en la mayoria de muestras se trataba de

células interfoliculares dispersas y sin progresién posterior a MCD.

Nuestro estudio también identific6 una lesidn no descrita en la literatura. Se
trataba de 2 casos de proliferaciones plasmablasticas limitadas al bazo que afectaban
preferentemente la pulpa roja en pacientes intensamente inmunodeprimidos. Estos
casos no cumplian criterios de linfomas asociados al HHV8 con presentacion exclusiva
esplénica ni de otras proliferaciones conocidas asociadas a HHVS8. Aunque el numero
de casos es muy limitado para obtener conclusiones robustas la lesidn parecia tener un
comportamiento relativamente indolente. En uno de los pacientes fue un hallazgo
casual en una autopsia por sarcoma de Kaposi diseminado con infecciones
oportunistas sobreafadidas y en el otro caso, fue descubierto en la esplenectomia y

presentd una evolucidn satisfactoria al tratamiento con inmunoterapia.

La lesion mas frecuente en nuestra serie fue la MCD. Describimos 28 casos, el
75% en contexto de HIV y aportamos hallazgos inusuales tanto desde el punto de vista
clinico como patolégico. Clasicamente la enfermedad se desarrolla en pacientes con

HIV de larga evolucion,16%171.234)

En nuestra serie, por el contrario, 40% de los
pacientes se presentaron poco tiempo después de la primoinfeccion o incluso en el
momento del diagndstico. Esto podria deberse al tratamiento con antirretrovirales que
han modificado el curso clinico de la enfermedad. Curiosamente, identificamos 5 casos
de MCD y un caso de HHV8-RH con tincién citoplasmatica para el antigeno de latencia

nuclear de HHV8 (LANA1) en células foliculares dendriticas (FDC). Este hallazgo, ya se

ha descrito previamente en la literatura.®® Las células dendriticas juegan un papel
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muy importante en la infeccién por HHV8 y en su patogénesis.(236’237) Las células
progenitoras mieloides, de las que se originardn las células dendriticas, y los
macréfagos pueden ser infectados por HHV8 a través del receptor DC-SIGN,*®) gen
gue se expresa en células tipo FDC.* sin embargo, no sabemos si se trata de un

patrén especifico o no, ya que no realizamos pruebas de especificidad.

En la revisidon de nuestra serie identificamos tres casos dificiles de clasificar desde
el punto de vista histoldgico. Les llamamos MCD rico en plasmablastos (PBR-MCD) vya
gue presentaban un gran nimero de plasmablastos HHV8 positivos que planteaban el
diagnodstico diferencial con otras entidades como el GLPD o incluso un microlinfoma
originado sobre una MCD."?**) Estos tres casos eran EBV negativos y presentaban
foliculos muy distorsionados con pérdida de la trama de células foliculares dendriticas.
Ademas, no existia crecimiento extrafolicular de las células neopldsicas con
borramiento de la arquitectura. Un aspecto que hay tener en cuenta es que pueden
presentarse con derrames con células HHV8 positivas que sugeririan el diagndstico de
linfoma primario de cavidades. Sin embargo, en estos casos el nimero de células era
mucho menor, éstas crecian en un fondo mixto linfoplasmocitario y no eran tan

atipicas como en el linfoma.

Los sindromes linfoproliferativos germinotrépicos (GLPD) son un grupo de
lesiones poco agresivas que se desarrollan en pacientes HIV negativos y se presentan

como enfermedad localizada.?”%"®

Aunque existen pocos casos descritos en la
literatura, los casos publicados son tipicamente proliferaciones limitadas a los centros
germinales con morfologia y fenotipo plasmablastico y presentan coinfeccion de EBV y
HHV8. Nosotros describimos 5 casos de GLPD con caracteristicas particulares. Tres de
los pacientes eran HIV positivos y se presentaban con linfadenopatia generalizada y
sintomas B. En la literatura existe un caso similar descrito en un paciente HIV con

1 . ;.
(185 Histolégicamente estos casos mostraban

comportamiento clinico mas agresivo.
también signos de mayor agresividad con extensién fuera de los centros germinales
pero sin borrar todavia la arquitectura del ganglio. El diagndstico diferencial se

establece principalmente con un microlinfoma. Sin embargo en los GLPD las
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proliferaciones afectan principalmente los centros germinales de la mayoria de los
foliculos a diferencia de los microlinfomas en los que la proliferaciéon neopldsica se
acostumbra a desarrollar a partir del crecimiento extrafolicular de uno de los foliculos.
Ademads los microlinfomas son proliferaciones EBV negativas y siempre tienen
restriccion de cadena ligera lambda mientras que dos de los casos de nuestra serie
presentaban restriccion de cadena ligera kappa. Curiosamente, observamos un patrén
similar en uno de los ganglios de un paciente HIV positivo con un linfoma manifiesto lo
que sugirio la posible transformacion de los GLPD como otros autores ya han

mencionado. 80185

Los pacientes HIV negativos con GLPD de nuestra serie
clinicamente se presentaron de manera convencional. Sin embargo uno de los casos
fue negativo para la hibridacion in situ de EBV, un hallazgo no descrito previamente en
la literatura. Este caso no correspondia a una MCD ya que los centros germinales
estaban repletos de células plasmablasticas que mostraban modulaciéon de marcadores
B y a diferencia también de la MCD exhibian restriccién de cadena ligera kappa. De
manera similar a otras proliferaciones linfoides relacionadas con HHVS, 1329 tres de
los cinco casos de nuestra serie tenian expresion aberrante de CD3. Este hallazgo ha

. . .. 178,17
sido recientemente reportado en tres casos adicionales.t’87°)

Por ultimo, dentro del grupo de los linfomas describimos 14 casos de PEL de
presentacion y fenotipo tipicos y 3 casos con algunas particularidades. Un paciente con
PEL se presentd con afectacidn selectiva del sistema nervioso central sin derrames ni
linfadenopatias. Esta presentacién, aunque estd descrita en pacientes HIV positivos, es
muy inusual.?*?*?) | os otros dos casos no cumplian criterios de PEL. Un paciente tenia
un linfomma HHVS8 positivo diseminado con lesiones que remedaban a un GLPD en uno
de los ganglios de la autopsia. Este hallazgo se ha observado previamente y sugiere
gue en algunos casos los GLPD pueden evolucionar a linfomas180:18%) aungue no
podemos descartar que se tratara de una afectacion secundaria de los foliculos por el
linfoma. Finalmente, también reportamos un caso de linfoma de células grandes HHV8
positivo, EBV negativo con expresion de IgM lambda, limitado al bazo en un paciente

(170)

HIV negativo. Esta situacién estd descrita en un paciente HIV positivo y podria

corresponder a la nueva entidad de la WHO de DLBCL HHV8 positivo, NOsS.”)
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En resumen, las proliferaciones linfoides asociadas al HHV8 son un grupo
heterogéneo de lesiones que representan un amplio espectro de casos que van desde
hiperplasias reactivas hasta verdaderos linfomas. Los resultados de este estudio
sugirieron que se debe proceder al estudio de rutina de HHV8 en todas las
proliferaciones linfoides en pacientes inmunosuprimidos, especialmente en el

contexto de HIV.
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1.- El virus de Epstein-Barr expresa genes de fase litica en los tejidos afectos por
sindromes linfoproliferativos post-trasplante de forma similar a lo observado en

modelos murinos.

2.- La replicacion viral se asocia a un desarrollo temprano de los sindromes
linfoproliferativos post-trasplante y es independiente del tipo de régimen de

inmunosupresion usado o del tipo de trasplante recibido.

3.- La expresidn conjunta de proteinas de latencia tipo Il y replicacion viral mediante
técnicas de inmunohistoquimica, facilmente aplicables a la rutina diagndstica,
reconoce pacientes muy inmunodeprimidos que se podrian beneficiar de terapia

antiviral o de una mayor reduccién de la inmunosupresion.

4.- En PTLD humanos, como se observa in vitro, existe también una asociacion

significativa entre diferenciacion plasmocelular y replicacién viral.

5.- En los sindromes linfoproliferativos post-trasplante la expresién de XBP1 se asocia a

un peor prondstico con menor supervivencia global.

6. Los sindromes linfoproliferativos asociados a HHV8 son un grupo heterogéneo de
lesiones que conforman un espectro que incluye cinco grupos de lesiones que van
desde proliferaciones reactivas hasta linfomas agresivos que pueden tener

presentaciones atipicas.

7. Los casos de hiperplasia folicular reactiva asociada a HHV8 pueden presentarse con
sintomas sistémicos. Aunque son lesiones con excelente prondstico en ocasiones
pueden transformarse o presentarse de forma concomitante con otras proliferaciones
linfoides asociadas a HHVS8. Por lo tanto, es importante rebiopsiar a los pacientes

siempre que exista persistencia de los sintomas clinicos.
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8. Existen casos de proliferaciones linfoides asociadas a HHV8 de localizacion esplénica
y afectacion predominante de la pulpa roja. Estas lesiones no se habian reconocido y

tienen un comportamiento clinico aparentemente indolente.

9. Hemos reconocido una forma de enfermedad de Castleman multicéntrica con mayor
numero de plasmablastos que puede debutar con derrames, citopenias y megalias.
Aunque no parece tener implicaciones prondsticas es importante su reconocimiento

para evitar errores diagndsticos, particularmente no confundirla con linfoma.

10. El sindrome linfoproliferativo germinotrdpico tiene un espectro clinico-patoldgico
mayor de lo que se habia reconocido. Puede darse en el contexto de pacientes HIV
positivos y presentar caracteristicas clinicas e histolégicas mas agresivas. No todos los

casos se asocian a coinfeccién por EBV.
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