Carga viral del Virus Epstein Barr en sangre total
como biomarcador diagndstico en los desordenes
linfoproliferativos en pacientes inmunocompetentes
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La cuantificaciéon de la carga viral en sangre del Virus Epstein Barr (VEB) ha demostrado ser util como
marcador diagnostico y prondstico en especificos tipos de linfomas asociados al virus.

59 pacientes con desordenes linfoproliferativos fueron reclutados al diagnéstico y se les realizé
un estudio de carga viral para la determinacion del DNA del VEB en sangre total. Se incluyeron: 46
Linfomas difuso de Células Grandes B Difuso, 3 Linfomas Hodgkin, 3 Linfomas nasal T/NK, 4 Leuce-
mia/lymphomaT del Adulto (ATLL), 1 Linfoma T periférico no especificado, 1 Linfoma T paniculitico
y 1 Linfoma Hidroa vaciniforme-like. Los resultados arrojaron: 13 casos positivos (rango 0.25-
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46,400 copies/ul): 7 fueron LCGBD, 2 Linfomas T/NK nasal, 2 ATLL, 1 Linfoma Hodgkin y 1 Linfoma
Hidroa vaciniforme-like. 11/13 casos positivos tuvieron estudio de EBER-CISH en tejido tumoral, el
cual fue positivo en todos los casos. El estudio sugiere que la cuantificacién en sangre total del DNA

del VEB correlaciona con la presencia del virus en células tumorales y podria ser til como biomar-
cador diagnostico.

Palabras clave:
VEB, carga viral, desérdenes linfoproliferativos.

ABSTRACT

Cuantification of viral blood load for EBV has demonstrated to be useful as marker in diagnosis and
prognosis in diferent specific lymphomas related to virus. 59 patients with diverse lymphoprolife-
rative disorders were recluted at diagnosis to evaluate viral load of EBV DNA in whole blood. We
included: 46 Diffuse large B cell Lymphoma (DLBCL), 3 Hodgkin Lymphoma, 3 T/NK nasal type lym-
phoma, 4 Adult T Leukemia/lymphoma (ATLL), 1T cell lymphoma unspecified, 1 T panicullitic lym-
phoma and 1 Hydroa vacciniform -like lymphoma . Results showed: 13 cases were positive (range
0.25-46,400 copies/ul): 7 were DLBCL, 2 T/NK nasal type Lymphoma, 2 ATLL, 1 Hodgkin Lymphoma
y 1 Hidroa vacciniforme-like lymphoma. 11/13 positive cases had EBER-CISH in tumoral tissue and
it was positive in all cases.

This study suggests cuantification in total whole blood for EBV DNA correlates with the presence
of EBV in tumoral cells and it could be a useful diagnostic biomarker.
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INTRODUCCION

Los sindromes linfoproliferativos son procesos neopla-
sicos que se originan en el tejido linfoide tanto central
como periférico. Presentan diversas variedades morfo-
I6gicas, inmunolégicas, genéticas y clinicas, expresion
de la variedad citoldgica y de la diversidad de la fun-
cién inmune que corresponde a estas estructuras’.

La actual clasificacion de los sindromes linfoprolife-
rativos corresponde a la de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS)?** que establece formas anatomoclinicas
estudiadas mediante criterios morfoldgicos, inmunofe-
notipicos, genéticos y clinicos, estableciendo la célula
de origen de cada uno de estos procesos.

Estos trastornos se encuentran en incremento en
incidencia a nivel mundial que no sélo se atribuye a la
epidemia del HIV sino también al aumento de preva-
lencia de linfomas en mayores de 65 afios'?.

En la etiopatogenia de estos trastornos se incluyen
como factores a productos quimicos y fisicos como es
el caso de fenilhidantoina, herbicidas, ciertos solventes
colorantes, asi como exposicion previa a quimioterapia
y radioterapia’. Otro factor causal lo representan virus
y bacterias, como el Helicobacter pylori, Epstein Barr vi-
rus (VEB), el retrovirus HTLV 1/2, el herpesvirus-8, el HIV
que actuaria como agente permisivo y recientemente
el virus simiano SV-40 568910,

El Linfona No Hodgkin mas frecuente en el Pert es
el Linfoma de Células Grandes B Difuso (LCGBD) que
representa el 56% de todos los tipos histologicos de
acuerdo a un estudio retrospectivo de 1.034 casos de
nuestro hospital colectados desde 2002 al 2006 (data
no publicada).

La infeccion del Virus Epstein Barr (VEB) ha sido rela-
cionada con varias entidades linfoproliferativas como
el Linfoma de Burkitt'"", el Linfoma T/NK extranodal™, el
Linfoma/Leucemia NK agresivo'®, la granulomatosis lin-
fomatoide'®, el Linfoma angioinmunaoblastico de célu-
las T', el Linfoma de Hodgkin'> y el Linfoma de células
T hidroa-like'.

El presente trabajo de investigacion pretende defi-
nir si la carga viral en sangre total para el ADN del VEB
puede ser atil como biomarcador diagnéstico de los
desérdenes linfoproliferativos asociados al VEB en in-
munocompetentes.

MATERIALY METODOS

59 pacientes con trastornos linfoproliferativos fueron
diagnosticados entre diciembre 2008 a noviembre
2009 en el Hospital Edgardo Rebagliati Martins y tuvie-
ron la determinacion sérica de la carga viral para el VEB
al diagnéstico en sangre total. La edad promedio de
los pacientes fue 60 afos (rango 17 a 90 afos). El 58%
(34/59) fueron varones.

Los diagnosticos de los pacientes reclutados fueron:
46 LCGBD, 3 Linfomas Hodgkin, 3 Linfoma nasal T/NK, 4
Leucemia/lymphoma T del Adulto (ATLL), 1 Linfoma T
periférico no especificado, 1 Linfoma T paniculitico y 1
Linfoma Hidroa vaciniforme-like.

La deteccién y cuantificacion del ADN viral se reali-
z6 a través del equipo de PCR a tiempo real (RT) Lyght
Cycler 2.0 de Roche vy la linearidad del ensayo fue de
100-1000000 copias /uL. Los casos con carga viral posi-
tiva fueron sometidos a la deteccién del VEB en tejido
tumoral del taco de parafina .

Para detectar la presencia del VEB se utilizo la técni-
ca de Hibridizacién in situ visualizada con cromégeno
(CISH). Para ello se empled una sonda PNA EBER conju-
gada con fluoresceina (DAKO). Después de que los cor-
tes fueron desparafinados se procedio a la incubacion
con la sonda. La deteccion de la reaccion se realizo utili-
zando un anticuerpo primario anti fluoresceina. Poste-
riormente se utilizo el sistema de visualizacion LSAB+ y
el empleo de diaminobenzidina como cromogeno. La
reaccién se considerd positiva para la presencia del VEB
si habia expresién en el nucleo de las células tumorales.

RESULTADOS

De los 59 pacientes evaluados: 13 casos fueron positi-
vos (rango fue 0.25-46,400 copies/ul): 7 fueron LCGBD,
2 Linfoma T/NK nasal, 2 ATLL, 1 Linfoma Hodgkin y 1
Linfoma Hidroa vaciniforme —like.

11/13 casos tuvieron estudio de EBER-CISH. 9 fueron
positivos para marcaje en las células tumorales y 2 casos
fueron positivos en microambiente. 5/7 casos positivos
con LCGBD tuvieron estudio EBER-CISH, el cual arro-
j6 positivo en todos los casos. Estos fueron definidos
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como LCGBD asociado al VEB del anciano de acuerdo
a la nueva clasificacion de la Organizacion Mundial de
Salud 2008. Uno de ellos fue evaluado al final el trata-
miento y el estudio de carga viral fue negativo. Los dos
casos positivos con diagnéstico de ATLL tuvieron el es-
tudio EBER-CISH, el cual fue positivo solo en las células
del microambiente. Curiosamente solo 2/3 (66%) casos
con diagnéstico de Linfoma T/NK nasal fueron positivas
para carga viral, 1 Linfoma Hodgkin y 1/1 (100%) Linfo-
ma Hidroa-vacciniforme.

Tabla 1. Casos con carga viral positiva

Etidad N Npositivo (o hioR
LCGBD 46 7 5/5 100%
T/NK 3 2 2/2 100%
ATLL 4 2 0/2 0%
Hydroa 1 1 1/1 100%
Hodgkin 3 1 111 1009%

T periférico 1 0
[ paniculitico 1 0 -

Grafico 1. EBER CISH positivo en tejido tumoral
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DISCUSION

Este estudio correlaciono la carga viral para el VEB me-
dida en sangre total con la presencia del VEB dentro de
las células tumorales.

Dentro de los casos positivos se identifico a cinco
casos con diagnostico LCGBD que también resultaron
positivos al estudio EBER CISH. Estos casos de acuerdo
a la nueva clasificacion de la Organizacion Mundial de
la Salud 2008 corresponden a la nueva entidad deno-
minada: LCGBD asociada al VEB del anciano.

El LCGBD VEB+ del anciano es una entidad que
afecta usualmente a mayores de 70 afos con esta-
dios avanzados y corta sobrevida. El estudio mas
grande en esta entidad, fue realizado por Oyama
et al. que describieron 96 de pacientes con LDCGB
asociados al VEB confirmando que la presencia del
virus imprime un mal prondstico. Este autor confir-
ma que la entidad es prevalente en mayores de 70
anos, curso agresivo y frecuente compromiso extra-
nodal (pulman y piel). Incluso se establecio un score
de dos variables como son la edad y los sintomas B
como factores pronodstico en esta nueva entidad'’.
Dicho estudio detectd 156 casos de 1792 pacientes
con LDCGBD (8.7%).

Otros linfomas asociados al VEB son el Linfoma
Hodgkin, Linfoma T/NK nasal y el Linfoma Hydroa
vacinorme-like, los cuales en el presente estudio tu-
vieron positividad para el VEB en sangre total. Hecho
que era de esperarse. Sin embargo, dos casos de ATLL
fueron positivos en carga viral pero al estudio CISH, la
positividad se presento en las células no tumorales del
microambiente. Este hecho es explicado por la inmu-
nosupresion inducida por el HTLV-1 que originaria una
reactivacion del VEB.

El rol de la infeccion del VEB en la patogénesis del
LDCGB esaun desconocido. Estudios recientes demos-
trarian que una inmunodeficiencia selectiva al VEB
favoreceria la infeccion cronica de este virus y poste-
riormente el desarrollo del linfoma'®. El VEB puede in-
fectar linfocitos B no activados y luego convertirlos en
formas activadas'®?. Los efectos de la transformacion
estan asociados con la expresion restringida de genes
latentes codificados por el VEB como el LMP-1%'. LMP-
1 es una proteina de membrana integral que activa



las proteina antiapoptética Bcl2* y funciona como
un miembro constitutivo activo de la superfamilia del
Receptor del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR) acti-
vando varias vias de sefnalizacion incluyendo el Factor
de Trascripcion nuclear kappa-B (NF-kB)#, la cascada
MAP kinasa? y la via AKT/fosfatidilinositol 3 kinasa®.
Las proteinas activadas constitutivamente en estas
vias podrian contribuir a las caracteristicas clinicas de
los tumores asociados al VEB.

La determinacion de la carga viral con sangre total
ha sido recientemente probada por varios autores sien-
do incluso mas practico que emplear las muestras en
plasma o en PBMCs.

Jo et al. empled carga viral de sangre total para VEB
y correlacion6 con enfermedad extranodal al debut y
recaida en LCGBD. Ademas encontré que los pacientes
con carga viral no detectable, luego del tratamiento,

eran pacientes con respuesta completa a diferencia de
los pacientes con enfermedad activa, los cuales tenian
carga viral detectable en sangre®.

Wing Yang et al. publicé un estudio donde encon-
tré que todos los linfomas VEB tuvieron carga viral de
plasma positiva, donde se incluyé a 4 casos con LCGBD.
El autor concluyé que la carga viral es un biomarcador
diagndstico y prondstico en los linfomas asociados al
VEB?.

Estudios posteriores tendran que evaluar el rol pre-
dictor y pronostico de la carga viral en este tipo espe-
cifico de linfoma.

En conclusion, basados en esta investigacion y apo-
yados en estudios previos, la carga viral para VEB en
sangre total puede ser un buen biomarcador diagnos-
tico en los desordenes linfoproliferativos asociados al
VEB en inmunocompetentes a excepcion del ATLL.
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