Busqueda del ADN del virus HTLV-1 en biopsias
de pacientes con linfoma cutaneo de células T
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Los linfomas cutaneos de células T
(LCCT) corresponden a un grupo clinica e
histolégicamente heterogéneo de
neoplasias cutaneas originadas a partir de
linfocitos T. Existe evidencia que sugiere que
los pacientes con LCCT albergan tanto en los
linfocitos circulantes como en los radicados
en la piel, la secuencia tax del virus HTLV-1.

En el siguiente trabajo determinaron la
presencia del ADN del virus HTLV-1 en
biopsias de piel de pacientes con LCCT. La
deteccion de HTLV-1 puede dar informacion
para el diagndstico diferencial histoldgico de
los infiltrados linfoides de estirpe Ty ayudar
en su categorizacion y seguimiento.
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Los linfomas cutaneos de células T
(LCCT) corresponden a un grupo clinica e
histolégicamente heterogéneo de neo-
plasias cutaneas originadas a partir de
linfocitos T(1).

Segun la clasificacién europea
(EORTC) los LCCT se agrupan, segln su
conducta clinica, en formas indolentes,
agresivas y entidades provisorias. Dentro del
primer grupo estan micosis fungoide (MF) y
sus variantes, linfoma de células grandes
CD30 (+) y papulosis linfomatoide (PL). Entre
las formas agresivas se encuentra el
sindrome de Sézary (SS) y el linfoma de
células grandes CD30 (-). Las entidades
provisorias corresponden al linfoma T
pleomarfico de células pequefiasy al linfoma
T paniculitico (2).

Los LCCT presentan etiologia
diversa, dentro de las cuales se encuentra el
virus HTLV-1, el cual es retrovirus patogénico
humano, principalmente linfotrépico que
infecta linfocitos T CD4 (+), células
dendriticas sanguineas y del epitelio
sinovial.

Dentro de las enfermedades aso-
ciadas ainfeccion por HTLV-1 se encuentran:
leucemia-linfoma de células T del adulto
(ATCL), LCCT, mielopatia asociada a HTLV-
1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP)
y dermatitis infectiva (Dl).

En los LCCT, la asociacidon es
motivo de activa busqueda e investigacion.
En Estados Unidos de Norteaméricay Europa
se ha encontrado una presencia variable del
virus (1-12%) mediante la técnica de
reaccion polimerasa en cadena (PCR) in situ

(3). En Alemania se ha encontrado virus en
linfomas cutdneos T de células grandes CD30
(+) (4) en tejido fresco por Southern Blot y
PCR. En Japdn, se encontrd presencia de
HTLV-1 en MF y SS por técnica de
hibridacion in situ en tejido fijado en
formalina (5). También se ha aislado ADN
viral en tejido tumoral, lineas celulares de
pacientes con MF y en sangre periférica de
familiares de pacientes con MF (6,7). Otros
investigadores no han detectado ADN de
HTLV-1en LCCT (4,8-10).

Existe evidencia que sugiere que
los pacientes con LCCT albergan tanto en los
linfocitos circulantes como en los radicados
en la piel, la secuencia tax del virus HTLV-1,
lo cual ocurre también en sus parientes
sanosyendonantessanos(11).

El virus HTLV-1 ha sido amplia-
mente detectado en sangre, tejido fresco y
tejidofijado enformalina(4,5,7,8,12).

Ensangre, la pesquisa para HTLV-1
se realiza por método de ELISA. Las técnicas
confirmatorias consisten en el método de
Western Blot y PCR para detectar material
genético del virus. Se han usado partidores
gue detectan en tejido distintos genes de la
estructura gendmica de HTLV-1, como: gen
pX (5), gen env (5), gen pol (4) y gen tax
(9,13).

También se puede detectar el virus
en el tejido por el método de hibridacion in
situ.

La evaluacion de la presencia de
HTLV-1 en los infiltrados linfoides de estirpe
T, nos permite contar con una variable
importante, necesaria y recomendada
internacionalmente para realizar un
acabado estudio de estos linfomas (10).

La deteccion de HTLV-1 puede dar
informacién sobre una relacién causal o al
menos facilitadora del virus en el desarrollo
de LCCT, asi como también para el
diagndstico diferencial histolégico de los
infiltrados linfoides de estirpe T.

Chile es una zona no endémica
para HTLV-1, de baja prevalencia, donde no
existen datos de la incidencia del virus en
tejidotumoral de pacientes con LCCT.

El propdsito del presente trabajo
es determinar la presencia del ADN del virus
HTLV-1 en biopsias de piel de pacientes con
LCCT y comparar esos resultados con la
presencia del ADN de HTLV-1 en biopsias de
pacientes con ATCL y con biopsias de
controles sanos no portadores del virus.

Materialesy Métodos
Seleccion de los casos:

Se seleccionaron 25 casos de
pacientes con LCCT pertenecientes al
departamento de Dermatologia y Anatomia
Patoldgica de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile. Los pacientes incluidos
fueron objeto de una revisidn completa de
sus antecedentes clinicos e iconograficos
para realizar adecuada clasificacion clinica.

La histologia y la inmunohis-
toquimica de los pacientes seleccionados
fueron nuevamente revisados por derma-
télogo y dermatopatdlogo especialista en
linfoma, con lo cual se pudo clasificar segin
laEORTC.

Los casos incluidos fueron: 16 MF,
1 LCT con mucinosis folicular, 1 reticulosis
pagetoide, 2 papulosis linfomatoide, 4 LCT
de células grandes, 1 LT paniculitis-like.

Para los controles negativos se
eligieron 4 casos de dermatitis perivas-
culares superficiales. Los pacientes controles
no dispusieron de estudio en suero para
HTLV-1. Fueron elegidos por ser infiltrados
linfoides parecidos a los linfomas T pero con
alta probabilidad de ser HTLV-1 negativos
(igual que la poblacion general).

Como controles positivos fueron
seleccionados 5 casos de leucemia linfoma T
del adulto (ATCL). El diagnéstico histoldgico
fue confirmado por el patélogo experto; los
pacientes disponian de estudio en suero
para HTLV-1 positivo (ELISAy PCR).

Extracciondel ADN

Las muestras se obtuvieron a
partir de las preparaciones tefiidas con
hematoxilina eosina mediante micro-
diseccion con lupa. Se ubicé la zona del
infiltrado linfocitario sospechoso y bajo



vision microscépica se procedié a micro-
disecar el tejido. Las muestras se sometieron
acentrifugaciéna 14.000 rpm por 10 min.

El ADN se extrajo por medio de
una solucidn de extraccion con proteinasa K,
Tris 1M, Tween 20 y agua. Luego se
incubaron a 37°C por 48 h. Posteriormente
se calentaron a 100°C por 10 min para
inactivar la proteinasa K. Posteriormente
fueron mantenidas a -20° C hasta su
amplificacion.

En casos en que hubo duda sobre
la calidad de ADN extraido o de la presencia
de inhibidores de amplificacidn, se procedio
a purificar el ADN con el método de silica
(QiaGEN).

PCRyelectroforesis en gel de agarosa
PCR B-Globina

Para el estudio de calidad de ADN
y presencia de inhibidores se utilizaron
partidores para el gen humano de B-globina
de 268 pb. (P-A + P-S) y de 110 pb (P-110 + P-
S).

P-A (partidor antisentido 268bp): GAA GAG
CCAAGGACAGGTAC

P-110 (partidor antisentido 110bp): ACA
CAACTGTGTTCACTAGC

P-S (partidor sentido 268bp-110bp): CAA
CTTCATCCACGTTCACC

Las muestras se amplificaron para
B-globina de 268 bp o 110 pb. En aquellas
que resultaron negativas se purificé el ADN
pasando la muestra por columna QiaGEN y

luego se repitié la PCR.
PCRpara HTLV-1

Para el estudio de blsqueda de
HTLV-1 se utilizaron partidores para el gen
Tax publicados por Vandamme vy col. (14).
Estos son utilizados rutinariamente por el
Laboratorio de Biologia Molecular de la PUC
para buscar HTLV-1 en suero de pacientes
afectados.

Se realizé un PCR anidado (Nested
PCR) que utiliza dos conjuntos de partidores
[lamados “externos” e “internos”. La
secuencia de ADN blanco de los partidores
internos se encuentra dentro de la secuencia
blanco de los partidores externos.

La muestra de tejido cutaneo se
hizo correr primero con los partidores
externos AV42 y AV43 (218 pb) y la segunda
reaccion (que utiliz6 como ADN blanco el
producto de la primera reaccidn) se hizo
correr con los partidores internos AV49 y AV
80 (109 pb) (14).

AV42 (sentido): CTCCCCTCCTTCCCCAC

AV43 (antisentido): CCA (G/C)(A/G)(G/T)
GGTGTAIAIGTTTTGG

AV49 (sentido): CCCTCCTTC CTC CAG GCC
AT

AV80 (antisentido): GGT CTG GAA AAG ACA
GGGTTG

Este procedimiento aumenta la
sensibilidad del ensayo, reamplificando el
producto de la primera reaccién en la
segunda reaccion, y también la especificidad

porque los partidores internos amplifican
sélo si de la primera reaccién se obtuvo un
producto especifico.

Se utilizaron controles negativos
de tejido, y de agua (para controlar posible
contaminacién) y luego muestras
previamente negativas, al menos uno por
corridade PCR.

Se utilizaron controles positivos
para evaluar la eficiencia de la reaccién
usando muestras de sangre (previamente
positivas) diluidas y posteriormente
muestras de tejido previamente positivas de
pacientes con leucemia linfoma T, al menos
una por corridade PCR.

Para el analisis de los resultados
para B-globina y para HTLV-1, las muestras
se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 2%, posteriormente se tifieron
con bromuro de etidio 0,05 ug/ ml, y el gel
fue examinado bajo luz ultravioleta de
longitud de onda 302 nm, para visualizar los
productos de PCR.

Enseguida las bandas fueron
fotografiadas con camara digital (modelo
Olympus) y también algunos geles fueron
fotografiados con cdmara instantanea marca
Polaroid.

Las fotografias de los geles fueron
interpretadas por los autores y por un
bioquimico experto en Biologia Molecular.

Para la lectura de las lineas de gel,
se considerd positiva para B-globina una
banda en el tamafio de 268 bp y 110 bp
respectivamente.
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Para el producto de amplificacion
de HTLV-1 se considerd positiva una banda a
laaltura de 109 bp en la segunda reaccion de
PCR.

Resultados
Caracteristicas de la muestra en estudio

EnlaTabla 1 se puede observar las
caracteristicas de los casos estudiados y sus
diagndsticos. Trece correspondieron al sexo
femenino (52%) y doce a sexo masculino
(48%). El promedio de edad fue de 49,8 afios.

El promedio de edad para los
controles positivos fue de 45 afios, todos
fueron de sexo femenino. El promedio de
edad para los controles negativos fue de 34
afos (Tabla2).

Validacion de la técnica de deteccion de
HTLV-1

Se estudié la calidad del ADN para
los controles negativos y en todos ellos los
resultados muestran positividad para B-
globinade 110bp (Figura 1).

Para los casos de ACTL (controles
positivos) 4 de 6 los resultados muestran
positividad para B-globina. El PCR anidado
para HTLV-1 (Figuras 2y 3), también muestra
positividad.

Cabe sefialar que aquellos dos
casos en que resultd negativa la PCR para
HTLV-1 (C4 y C6) también lo fueron para B-
globina, por tanto ello sugiere que las
muestras son probablemente inhibidas sin
ADN susceptible de seranalizado.

.

Tabla 1. Caracteristicas de los casos estudia-
dosy susdiagndsticos clinicos
Faclents Sexos Edad

Diagnéstico
m 8] 78 Unforma T cedulas grandes
CD20 =)
T2 L 78 Micosn fungoids
T3 (E] dicomn fungoids
T4 F 13 Moo fungoids
5 F 58 Unfoma T ofulas grandas
TG F 45  Reticulosis pagetoids
7 F 73 Unfoma T oulas grandes
TR ¥ 25 Mucmous Talicular
L M 78 Mlicess fuig oids
o F 3 lUnfoma T células grandes

T F 23 Lanterma T pamculitica
TE2 F Micosis fungoide
Tea F 2% Mucoss Hingoide
Tid F 20 Khdose fungics
115 L0l i Micoss fungoida
TIG i 73 Micoss futigaide
TI? B G4  Micoan fungaide
Tig B s Micoss fungoida
THa B 50 Miccss Fungoide
T2 F 3t Micoss fungaida
T21 I a4 Micoss Fungioe
Ta2 P 70 Micoss fungaide
123 [ i3 Micoss funpoica
T24 B 68  Pdpulgsis inlomatoide
125 F 15 Familorsis irdomatside

S

Figura 1. BG 110 para controles negativos: se
aprecia que todos los controles negativos (N1, N2, N3y
N4) resultaron positivos para Bg 110 bp. Carril 1 Marcador
de peso molecular (100 bp), carril 2 muestra N2, carril 3
muestra N1, carril4 muestra N4, carril 5 muestra N3, carril
6 control positivo en sangre (diluido 1: 30), carril 7 control
(+) en suero directo, carril 8 control (-) (agua).

Deteccion de HTLV-1 en los casos selec-
cionados

En la Tabla 3 se observa que del
total de 25 casos estudiados, 3 muestran
positividad para HTLV-1, (12%). Estos
fueron: linfoma de células grandes CD30 (-)
(caso T1), MF etapa placas (caso T2) y
papulosis linfomatoide (caso T 24).

En el caso T1 el paciente de sexo
masculino tenia demostrado HTLV-1 en
sangre por Elisay PCR. Se traté de un linfoma
T CD30 (-) agresivo que presentd lesiones
secundarias retroperitoneales un afio
despuésdel diagndstico (Figuras4y5).

e

Figura 2. B globina 268 para controles
positivos: se aprecia que todos los casos
menos c4 y c6 dieron positivo para BG 268.
Carril 1: Marcador de peso molecular (100
bp), carril 2: control positivo en suero, carril
3: caso C4, carril 4: caso C3, carril 5: caso C1,
carril 6: caso C6, carril 7: caso C5, carril 8:
caso C7, carril 9: marcador de paso
molecular, carril 10: control positivo en
suero, carril 11: control negativo.

S

Figura3. HTLV-1 para controles positivos
&
Tabla 2.
Controlas positivas Sena Edad Diagnostico
L1 F 38 Lesicernia tmdoma T del adults
£2 F 4B Leucernia linfora T del adulto
3 F 4 Leucemia linforma T del adulbs
L4 F 47 Leucerma linfoma T del adults
s F 52 Lepeerma indama T del adults
CE F IE LeucEms inloma T ol adults
Contrales negativos Seno Edad DHagnastice
M1 F 39 Ussratitis. perreasculiy superticial espongo
NZ M 45 Devimsatitis peria superfical espa
M3 F P [« s pelriasoular supes
Ha F dn Dripraatints parnrasoular Supesriios
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(banda a 109 pb): se aprecia que todos los casos
menos C4 y C6 dieron positivos para la secuencia tax de
HTLV1. carril 1: Marcador de peso molecular (100 bp),
carril 2: caso C1, carril 3: caso C6, carril 4 caso C2, carril 5:
caso C3, carril 6 : caso C5, carril 7: caso C4, carril 8: control
positivo en suero 1/ 10, carril 9: marcador de peso
molecular, carril 10: control negativo agua, carril 11:
control positivo 1/10.000.
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Figura 4. Foto clinica e histoldgica de caso T1.
(A) Se aprecia masa tumoral de color rojo vinoso, bordes
solevantados y centro ulcerado en antebrazo izquierdo.
(B) infiltracion dérmica tumoral infiltracion dérmica por
tumor de células grandes CD30 (-), con marcado
pleomorfismo celular, atipias y mitosis. (C) El infiltrado
expresa el marcador Cd25.

Tabla 3. Estudio de busqueda de HTLV-1 en
biopsias de Linfoma cutdneo de células T

[T ——— [T aam T
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El caso T2 (MF) fue un paciente de
78 afios que al ser revisado retrospec-
tivamente no recibié tratamiento ni se
estudié la presencia de HTLV-1 en sangre
(Figura 6).

El caso T24 es un paciente de sexo
femenino de 68 afios con papulosis
linfomatoide que se tratd exitosamente con
puvaterapia y presenta brotes ocasionales
de lesiones (Figura 7).

En 22 casos de linfoma cutdneo los
resultados de la técnica muestran negati-
vidad para HTLV 1. En 11 de estos casos de
linfoma se demostro calidad de ADN por B-
globina 268 y en 14 de ellos por B-globina
110. De modo que todos los casos tuvieron
ADN susceptible de analizar. En la Tabla 3 se
demuestra un analisis de calidad de ADN
paraalgunos casos.

.

Figura 5. Positividad de LT CD30 (-) para
HTLV-1 (caso T1), banda a 110 pb. Se apreciaen

el carril 2y 3 que dos muestras de T1 resultaron positivas
para HTLV-1. El resto de los casos resultd negativo. Carril
1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo
en tejido (N1), carril 3: caso T1 (muestra a), carril 4: caso
T1 (muestra b), carril 5: caso T9, carril 6: caso T4, carril 7:
caso T3, carril 8: caso T9, carril 9: caso T5, carril10: caso
T6, carril 11: caso T7, carril 12: caso T8, carril 13: control
positivo en tejido (C2).

e

Figura 6. Positividad de MF (caso T2), carril

6, para HTLV-1. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: control negativo en tejido (N1), carril
3: T8, carril 4: T10, carril 5: T11, carril 6: T2 (muestra a),
carril 7: T3, carril 8: T2 (muestra b), carril 9: control peso
molecular, carril 10: T8, carril 10: T10, xarril 11: control
agua, carril 12: control positivo en tejido (C2).

Figura 7. Positividad de papulosis linfo-
matoide (T24), carril 6, para HTLV -1. carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control negativo en
tejido (N4), carril 3: T17, carril 4: T24, carril 5: T15, carril 6:
T2 (muestra a), carril 7: T2 (muestra b), carril 8: control
positivo en tejido (C1).

Discusion

En relacion a la busqueda HTLV-1
en biopsias de linfomas cutaneos T, nuestros
resultados concuerdan con los publicados en
la literatura, en que en la mayoria de los
infiltrados de LCCT no se logro evidenciar la
presenciade HTLV-1(7-9).

Sinembargo, aligual que enJapon,
Estados Unidos de Norteamérica y Europa es
posible observar casos de LCCT con
presencia de HTLV-1. En nuestro estudio
encontramos un caso de linfoma T CD30 (-),
un caso de MF y uno de papulosis linfo-
matoide.

Todos nuestros controles de ATCL
los resultados mostraron positividad para



HTLV-1 en la biopsia, lo que demuestra la
calidad técnica del PCR. Se ha observado
también que la presencia del genoma del
HTLV-1 es una condicién necesaria en la
produccidn de laleucemia-linfomaT.

Sibien la PCR para HTLV-1 positiva
sugiere la presencia del virus en la biopsia,
no informa sobre el tipo de célula infectada
por el virus. Para ello seria necesario
complementar este estudio con técnicas
como la hibridacion in situ que permite
demostrar el virus al interior de las células.
Esrazonable inferir que las células infectadas
son los linfocitos T Cd4(+) presentes en el
infiltrado linfoide si bien hay estudios que
muestran también integracién viral en
queratinocitos (15).

Es probable que la proporcién de
linfomas cutaneos en los que se encuentre el
virus dependa ademas de la prevalencia de
la infeccion por HTLV-1 en un territorio
determinado. En Peru, por ejemplo, en dreas
endémicas alrededor de 20% de los linfomas
Tcutaneos son HTIV-1 positivos (16).

En Chile, que es un territorio de
baja prevalencia, la proporcién de linfomas
infectados coincide con las de zonas
similares en prevalencia como Europa y
Estados Unidos de Norteamérica.

No es descartable sin embargo,
que en los casos con resultado positivo para
HTLV-1 la presencia del virus pueda jugar un
rol de significado prondstico respecto a la
agresividad del tumor, por ejemplo
inhibiendo la apoptosis y antioncogenes en
las células transformadas.

Es recomendable incluir la
busqueda de este virus en la lesiones
proliferativas de estirpe T, pues su presencia
influye en el prondstico y seguimiento de
estos pacientes. Su busqueda ayudaria a
realizar el diagnéstico diferencial entre LCCT
con formas cutaneas iniciales de ATCL, en
que los hallazgos morfolégicos pueden ser
inespecificos.

Es interesante notar que el mismo
conjunto de partidores y la misma técnica

que se usa rutinariamente en estos
pacientes para detectar HTLV-1 en suero, es
el que se uso para detectar la presencia del
virus en el tejido.

El caso de LT CD30 (-) cuyo
resultado fue HTLV1(+) en tejido, lo fue
también en sangre. El caso de MF no se
realizé estudio en sangre. Ello sugiere que si
el paciente tiene presencia del virus
demostrada por PCR en sus linfocitos
circulantes, es muy probable que el infiltrado
linfoide patoldgico también tenga presencia
del virus y es razonable pensar que éste
tenga unrol patogénico en la enfermedad.

Respecto a la extraccion de ADN,
vemos que el material fijado en formalina
representa un ADN excelente calidad.
Aunque su nivel de preservacion es menor
que el del tejido fresco, se pudo amplificar
fragmentos de 268y 110 pares de base.

Asi, conunabuena calidad de ADN
y una técnica lo suficientemente sensible, es
poco probable que hayamos obtenido falsos
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negativos.

Los resultados de la busqueda de
HTLV-1 en biopsias infiltrados T son una
herramienta mas para la mejor
categorizacion de los pacientes, pero deben
ser siempre interpretados en el contexto
clinico. Si bien la presencia del virus se ha
relacionado las enfermedades ya descritas,
hay muchos pacientes portadores del virus
que no desarrollan enfermedades infil-
trativas Ty permanecen como portadores.

En conclusién, la busqueda de
HTLV-1 en linfomas de células T es un
elemento de utilidad para el analisis de los
infiltrados linfoides de estirpe T, ya que
ayuda en su categorizaciony seguimiento.

En Chile, pais de baja prevalencia
de la infeccion por HTLV-1, no se habia
estudiado la presencia del ADN viral en
biopsias de pacientes con linfomas
cutdneos. Nuestros resultados concuerdan
con lo publicado en laliteratura, en los que la
mayoria de los infiltrados de LCCT no
evidencia presencia de HTLV-1. Por ello
consideramos un aporte caracterizar el
comportamiento de este virus y sus
enfermedades asociadas en nuestro pais.
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