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Prevalencia del ADN del

Virus Epstein Barr en Linfoma

Orbitario Primario en Pert

ARTICULO ORIGINAL

RESUMEN

La infeccion por el virus de Epstein Barr (VEB) ha sido recientemente repor-
tada en numerosas manifestaciones oculares y /o procesos inflamatorios
sistémicos, incluyendo tumores oculares. Tejidos incluidos en parafina de
23 casos de linfoma orbitario

primario (LOP) fueron investigados para el ADN-VEB empleando la reac- -

cion en cadena de la polimerasa (PCR). La expresion génica del VEB se
determiné por hibridacién in situ para la region EBER1.

En el 73% de (16/22) casos se detectd la presencia del genoma del VEB
por PCR; 16/16 (100%) correspondieron al VEB tipo 1y uno de ellos (6.3%)
albergb ademas el tipo 2 simultaneamente. EBER-1 fue detectado por hi-
bridacién in situ (HIS) en el 37.5 % de los casos positivos al ADN-VEB.
Nuestros hallazgos sugieren que la frecuencia con la cual fue detectado el
VEB en linfoma orbitario primario en pacientes peruanos eleva la posibili-
dad del rol oncogénico viral en su patogénesis.

SUMMARY

Infection with Epstein-Barr virus (EBV) has recently been reported to have
numerous ocular manifestations and/or systemic inflammatory processes
including ocular tumors.

Paraffin-embedded tissues from 23 primary orbital lymphoma (POL) cases
were investigated for Epstein-Barr virus DNA (EBV-DNA) by polymerase
chain reaction (PCR). EBV gene expression was determined by in situ hy-
bridization (ISH) for EBERT.

In the 73% of (16/22) cases was detected the EBV genome by PCR; 16/16
(100%) harbored EBV type-1 and one of them (6.3%) was besides positive
for the type 2 simultaneously. EBV-EBER1 was detected by in situ hybridiza-
tion (ISH) in the 37.5 % of EBV-DNA positive cases.

Our findings suggest that the high frequency with which EBV was found in
orbital lymphoma in Peruvian patients raises the possibility of viral involve-
ment in its pathogenesis.

Autores: Dres.*lvonne Guerrero, ** Mayer Zaharia,
*** Raul Cordero, * Roberto Mejia, **** Luis
Casanova, ***** José Avendafio, * Jaime Burneo,
* Marco Galarza, **Gustavo Sarria., *** Claudio
Flores, *****Carlos Barrionuevo, **Luis Pinillos

*Unidad de Biologia Molecular Oncolbgica-Centro
de Investigacioén y Docencia Maes-Heller, ** De-
partamento de Radioterapia, *** Departamento de
Medicina, **** Departamento de Patologia, *****
Departamento de Cabeza y Cuello del Instituto
Especializado de Enfermedades Neoplésicas e ***
Instituto de Of{a/mo/ogia, Lima-Peru

Palabras claves: VEB, PCR, HiS, LOP

Key words: £BV, PCR, ISH, POL.

INTRODUCCION

El virus Epstein Barr es un conspicuo miembro de la familia de
los herpesvirus, generalmente se comporta como una infeccién
silenciosa clinicamente. Es el agente etiolégico de la mono-
nucleosis infecciosa, con tendencia para vida larga vy persis-
tencia asintomética. El VEB también es asociado con linfoma
de Burkitt, enfermedad de Hodgkin, linfoma de células To B,y
carcinoma nasofaringeo.(15, 2, 1)

La afinidad de algunos miembros de la familia de los herpesvi-
rus por los tejidos retro ocular e intra ocular ha sido observado
usando métodos moleculares . VEB ha sido detectado en el iris,
cornea , conjuntiva, cuerpos ciliares, glandula lagrimal, retina,
y epitelio pigmentado de la retina (11, 10, 5, 17) en asociacién
con neoplasias.

VEB tiene numerosas manifestaciones sistémicas y oculares y
ha sido observada una asociacién entre VEB y desordenes in-
flamatorios oculares incluyendo tejido normal de los ojos. Usui
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y colaboradores {21) reportaron casos de uveitis causada por
VEB como una nueva entidad clinica.

investigaciones virolégicas han demostrado la presencia de
VEB en el saco lagrimal de pacientes con carcinoma indiferen-
ciado, en células mononucleares de sangre periférica, glandula
lagrimal y glédndulas de pacientes con el sindrome crénico Sjo-
gren, considerado un factor de riesgo para el linfoma infraorbi-
tario (17, 13, 23).

LOP es una entidad rara, menos del 1% de los casos de linfo-
ma no Hodgkin incluyendo lesiones premalignas como la hi-
perplasia linfoide reactiva (el 20% progresa a linfoma dentro
de los 5 anos) e hiperplasia linfoide atipica (el 40% progresa a
linfoma dentro de los 5 afos). Tipicamente estas lesiones son
monoclonales con presentacion clinica de proptosis, diplopia,
irritacion de los ojos, ptosis, efecto de masa. Hay un 60% de
incidencia en la orbita (especialmente en la glandula lagrimal),
30% en la conjuntiva, y el 5% en el parpado .
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El genoma viral del VEB y sus productos de expresion han sido
estudiados usando métodos inmunoldgicos, inmunohistoqui--

micos, y moleculares como hibridacion in situ,

southern blot y PCR.(15, 8). La PCR es considerada como el
procedimiento mas sensible para detectar el VEB en tejido
incluido en parafina (16, 9).Conociendo la susceptibilidad re-
portada que presenta el tejido orbitario para albergar algunos
agentes virales, nosotros decidimos determinar la prevalencia
del ADN del VEB en LOP en pacientes peruanos.

MATERIAL Y METODOS

Especimenes biolégicos fueron retrospectivamente colectados
de 23 pacientes con diagnostico clinico y patoldégico de LOP
quienes fueron admitidos al Instituto Especializado de Enfer-
medades Neoplasicas e Instituto Nacional de Oftalmologia , de
Lima-Pert, entre los afos de 1970y 1994.

Los casos estudiados, fueron previamente seleccionados me-
diante el andlisis de calidad del ADN amplificando el gen de la
beta globina humana.

Extraccién de ADN de tejldo parafinado

El ADN fue extraido de cortes de tejido incluidos en parafina,
de 5u de espesor tomados de cada caso bajo condiciones exi-
gentes de bioseguridad para prevenir la contaminacién cruza-
da, desparafinados y posteriormente digeridos a 55° C durante
24 horas en una soluciéon de 0.02gr/ml de una proteasa, 1M
TRIS-HCI, 0.5 M EDTA, 0.3 M NaCl y 20% SDS ph 7.0. EI ADN
purificado fue cuantificado y se aimacen6 a -80 °C hasta el
momento de proceder con la PCR.

Reaccién en cadena de la polimerasa

La PCR se realizd utilizando 0.5 unidades de taq polimerasa en
50 ul de reaccion, conteniendo 5 ul del ADN gendmico molde;
50 pmol de cada cebador EBNA 3C sentido / antisentido (19);
400mM de cada dNTP; buffer PCR 2X 1I; 3 mM MgCl2.

Cada ciclo de amplificacién incluyé un paso de denaturacion
a 94°C por 1 minuto, hibridacién del cebador a 60°C por 1 mi-
nuto, y una extensiéon a 72°C por 1 minuto durante 45 ciclos
(20). Como control positivo incluimos la linea celular Daudi (AT-
CCCCL213) y ADN genomico de células blancas como control
negativo en todas las corridas.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis me-
diante geles de agarosa al 4% ‘en buffer TBE 1X con bromuro
de etidio.

Para asegurar la presencia del ADN amplificable, cada muestra
fue amplificada primero con cebadores para un fragmento del
gen de la beta globina humana PCO4: CAA CTT CAT CCA CGT
TCA CC y GH20: GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC (4). Sélo
aquellos casos que produjeron un amplicon de 268 pares de
bases (pb) fueron sometidos al estudio de deteccion viral.
Hibridacién in situ

El'plasmido lineal recombinante RA386 con la secuencia com-
pleta EBER1 inserta fue transcrito y usado como sonda para la
deteccion del VEB en cortes de tejidos parafinados y deposi-
tados en laminas previamente tratadas. La sonda marcada fue
hibridada, y detectada empleando un anticuerpo monoclonal
conjugado fosfatasa alcalina — anti digoxigenina, la reaccién
nuclear de color purpura dada fue desarrollada con nitroblue
tetrazolium NBT e indicativa de reaccion positiva. El citoplas-
ma se contrastd con eosina. Como control positivo se emple6
la linea celular Raji y como control negativo un caso conocido
negativo para VEB (22).

RESULTADOS

Analizamos retrospectivamente 23 especimenes tumorales de
pacientes con linfoma orbitario primario. La edad media del
grupo fue de 60 anos (rango, 2-81), 12 (52%) fueron mujeres y
11 (48%) fueron hombres, TABLA 1.

22 de 23 casos (95.6%) amplificaron un segmento del gen de
la [J-globina humana, estos casos fueron seleccionados para
analizar la secuencia gendmica del VEB usando la PCR y de-
terminar EBER1 con HIS. En 16 de los 22 casos (73%) el ADN
del VEB fue detectado, 16/16 (100 %) albergd ADN-VEB tipo
1 expresado por un amplicén de 153 pb, mientras que sélo

. un caso de los 16 (6.3%) fue positivo ademéas para ADN-VEB

del tipo 2 simultdneamente expresado por un amplicdn de 246
pb, FIG. 1, TABLA 2. Usando HIS con una sonda especifica de
ARN antisentido para EBERT1, el virus fue detectado en 6 delos
22 casos estudiados (27.3%) correspondiendo al 37.5% de los

casos positivos al ADN-VEB por PCR. La reaccién positiva por -

HIS para el VEB fue observada como una reaccién intranuclear
intensa de color parpura en la casi totalidad de las células tu-
morales. FIG. 2.

TABLA 1.- Caracteristicas de los pacientes

VARIABLES PACIENTES %
Total de casos 22

Media — Edad 60

Rango - Edad 2-81

Sexo — Femenino 12 52
Sexo — Masculino 11 48

TABLA 2.- Prevalencia del virus de Epstein Barr
en linfoma orbitario primario

EBNA 3C % EBER 1 %
PCR HIS
Total de Casos 22 100 22 100
VEB + 16 /22 73 6/22 27.7
VEB - 6/ 22 27
VEB Tipo 1 + 16/ 186. 100 6/16 375
VEB Tipo 1 - 0/ 16 0
VEB Tipo 2 + 1/16 6.3 0/16 0
VEB Tipo 2 - 15/ 16 93.7 )

FIGURA 1.- Amplicones EBNA 3C de los VEB tipos 1y 2.
1 2 3 4 5 6 7 8

246 pb

_153pb 153 pb

Y S—

Pozo 1: marcador de peso molecular, pozo 2: ADN-VEB tipo 1 +,
pozo 3 ADN-VEB tipos 1y 2 +, pozos 4-8: ADN-VEB tipo 1 +.

’
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FIGURA 2.- Nucleos de color purpura correspondientes
a la expresion de EBER 1 por HIS en LOP.

DISCUSION

El VEB fue identificado primero en células de linfoma de Burkitt
endémico hace mas de 34 afos y desde entonces ha sido aso-
ciado al desarrollo de otras malignidades humanas, incluyendo la
enfermedad de Hodgkin, linfoma nasal, carcinoma nasofaringeo,
etc. Fue Mitra (14) quien report6 el primer caso de linfoma ocular
primario, linforma non Hodgkin, asociado con VEB. Nosotros estu-
diamos biopsias de pacientes con LOP para detectar el genomay
el transcripto del VEB. Los hallazgos en nuestro estudio mostraron
una gran frecuencia del genoma del VEB por PCR  sugiriendonos
que el virus de Epstein Barr puede contribuir con la linfomagéne-
sis de LOPR, probablemente interaccionando con genes celulares a
través de rutas moleculares las cuales continuamos estudiando y
posteriormente reportaremos.

La frecuente asociacién de VEB detectado en nuestro grupo de
LOP mayor que el reportado por Daibata y colaboradores en Japon
(6) quienes también usaron la PCR para su deteccion en linfoma
ocular primario, pero muy similar al reportado en linfomas de ia
cavidad nasal en Per( por Arber 93% (3), Guerrero 81% (7) y e 96%
por Quintanilla (18), todos utilizando HIS, nos permite inferir a la
infecciéon por VEB como endémica en nuestro pais lo cual podria
reflejar la gran frecuencia detectada en esta poblacion estudiaday
no la frecuencia en estos tumores.

Sin embargo la infeccion viral con éxpresién de EBER1, localizada
en los nicleos de las células tumorales que observamos s evi-
dencia suficiente para apoyar la asociacién del VEB con el fenoti-
po maligno de POL como fue reportado por Komano (12) cuando
definié el rol oncogénico de los EBERs en las células de linfoma
de Burkitt a quien le atribuy? la responsabitidad de su fenotipo. Es
preciso mencionar que en estudios de transfeccion de los genes
EBER en clonas de la linea celular Akata negativas para e} VEB se
restaura la capacidad para crecer en agar blando, la tumorigenici-
dad en ratones SCID, la resistencia a los inductores de apoptdsis y
la sobre regulacién de la expresion de la oncoproteina bel-2, even-
tos que son originaimente retenidos en las células Akata progenito-
ras VEB positivas y perdidas en las sub-clonas VEB negativas. Es-
tos efectos relacionan a los pequenos ARNs codificados por VEB
conocidos como EBERs con funciones oncogénicas evidenciadas
en los LOP que estudiamos.

Series mas grandes, analiticas y multidisciplinarias son requeridas
para aclarar la relacion precisa existente entre VEB, linfoma orbita-
rio primario y el curso clinico, mas alla de otros factores molecula-
res que puedan jugar un rol en la patogénesis de este linfoma en
pacientes peruanos.
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En conclusion, nuestros resultados sugieren que los tejidos ocu-
lares en linfomas orbitarios, similares a otros linfomas, podrian ser
blancos potenciales para la infeccién latente del VEB; este hecho
podria determinar su transformacién celular o podria ser conside-
rado como un portador ocasional.
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