Revista M édica del Hospital General de México

Volumen Namero Julio-Septiembre
voiume 67 Numoer 3 wlySepiemser 2004

Articulo:

Prevalencia de los virus herpes

humanos 4 (VEB) y 6 (HHV-6) en
linfoma de Hodgkin, en pacientes
estudiados en la Ciudad de México

Derechos reservados, Copyright © 2004:
Sociedad Médica del Hospital General de México, AC

Otras secciones de Others sections in
este sitio: this web site:

O indicedeestenimero [ Contentsof thisnumber
0 Mésrevistas O Morejournals

0 Busqueda 0 Search

@edigraphic.com


http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-h-gral/e-hg2004/e-hg04-3/e1-hg043.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-h-gral/e-hg2004/e-hg04-3/e1-hg043.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-buscar/e1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-htms/i-h-gral/i-hg2004/i-hg04-3/i1-hg043.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-buscar/i1-busca.htm
http://www.medigraphic.com

Articulo original

Trabajo de investigacion

REVISTA MEDICA DEL

HOSPITAL GENERAL

DE MEXICO. SS

Vol. 67, Nim. 3  Jul.-Sep. 2004
pp 124 -129

Prevalenciade los virus herpes humanos 4 (VEB)
y 6 (HHV-6) en linfoma de Hodgkin,
en pacientes estudiados en la Ciudad de México
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RESUMEN

El linfoma de Hodgkin constituye un grupo heterogéneo de enfermedades que difieren en el curso clinico, aspecto
morfolégico, inmunofenotipo, y por su relacién con los virus herpes humanos 4 y 6. En el presente trabajo investi-
gamos la frecuencia y localizacién de ambos virus en el linfoma de Hodgkin en 84 pacientes y comparamos los re-
sultados con otros trabajos efectuados en otras instituciones de salud de la Ciudad de México. El virus de
Epstein-Barr (VEB) se encontré presente en 54 casos (64.2%), en células de Hodgkin y de Reed-Sternberg y oca-
sionalmente en linfocitos e histiocitos. El HHV-6 estuvo presente en 14 casos (16.6%) en linfocitos e histiocitos y
ocasionalmente en células de Hodgkin y de Reed-Sternberg. Ambos virus estuvieron presentes en 10 casos
(11.9%), en seis de linfoma de Hodgkin celularidad mixta y en cuatro de linfoma de Hodgkin esclerosis nodular.
Ademas se efectuaron marcadores de proliferacion celular como el Ki 67 (Mib 1) y de apoptosis p53; el primero se
observé en células de Hodgkin y de Reed-Sternberg en 78 casos (92.8%) y el segundo en 71 casos (84.5%), en
histiocitos y linfocitos y ocasionalmente en células neoplésicas.

Palabras clave: Linfoma de Hodgkin, virus herpes humanos, VEB, HHV6, inmunohistoquimica.

ABSTRACT

Hodgkin’s lymphoma (HL) constitutes a heterogeneous group of diseases that differe in their clinical course, morpholo-
gy, immunophenotype, as well as in their relation to the human herpes virus types 4 and 6 . We studied the frequency and
location of both viruses in Hodgkin’s lymphomas in 84 patients and compared our results with those of other studies done
in health institutions in Mexico City. EBV was present in 54 cases (64.2%) in Hodgkin and Reed-Sternberg cells, and oc-
casionally in lymphocytes and histiocytes. HHV-6 was found in 14 cases (16.6%) in lymphocytes and histiocytes and
occasionally in Hodgkin and Reed-Sternberg cells. Both viruses were present in 10 patients (11.9%), 6 with HL of mixed
cell type samples and 4 with nodular sclerosis HL. Cell proliferation markers such as Ki 67 (Mib1) was found in Hodgkin
and Reed-Sternberg cells in 78 cases (92.8%), and occasionally in histiocytes and lymphocytes. The apoptosis marker
p53 was detected in 71 cases (84.5%) mostly in histiocytes and lymphocytes, and occasionally in neoplasic cells.

Key words: Hodgkin's lymphoma, human herpes virus, EBV, HHV-6, inmunohistochemistry.

INTRODUCCION

* Unidad de Patologia, Hospital General de México, OD, y

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma El virus de Epstein-Barr (VEB) se encuentra asocia-
de México (UNAM). do a un nimero importante de neoplasias linfoides,
** | aboratorio de Inmunopatologia, Clinica Universidad de Co- como el linfoma de Burkitt endémico, enfermedades

lonia, Alemania.
*** Medicina Transfusional, Clinica de la Universidad de Colo-

nia, Alemania.

linfoproliferativas de pacientes inmunocomprometi-
dos, linfomas T-periféricos, linfomas T-NK (de célu-

wxxx Hospital General de México, OD, Departamento de Salud las Iinfoidgs asesinas), linfomas nasales y en linfoma
Publica, Facultad de Medicina, UNAM. de Hodgkin.*2
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La presencia del VEB es variable, dependiendo no
s6lo del tipo histolégico, sino también de otros facto-
res epidemiolégicos y tumor-especificos, ya que en
linfomas T-extraganglionares hay una marcada va-
riacion en la presencia del VEB en relacion al sitio
anatémico, como en los linfomas T-NK nasales que
son universalmente VEB positivos.3*

La asociacion entre el linfoma de Hodgkin y el
VEB es muy frecuente en Latinoamérica, incluyendo
México, y rara en paises industrializados o de raza
caucésica.>”’

El HHV-6 es un virus T-linfotropico con ADN de
doble hélice, con tropismo primario para linfocitos T
CD4 positivos, y con menor afinidad para linfocitos
T CD8 positivos. Este virus es endémico en la po-
blacion humana en diferentes areas geograficas; ha
sido clasificado en dos subgrupos (A 'y B), con base
en el patrén restrictivo especifico de endonucleasa,
reactividad con antisuero especifico y tropismo ce-
lular; la variante B ha sido identificada como la més
comun y se le ha asociado con el exantema subi-
tum.® Algunos autores han sugerido que puede ju-
gar un papel importante en el desarrollo de neopla-
sias linfoides® asociadas o no con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, linfomas T tipo linfade-
nopatia angioinmunoblastica, enfermedades no
neoplasicas como linfadenitis de Kikuchi (linfadeni-
tis necrosante) y enfermedad de Rosai-Dorfman (hi-
perplasia sinusal con linfadenopatia masiva). En
México se han realizado algunos estudios sobre la
presencia del VEB y el linfoma de Hodgkin, en los
cuales se ha encontrado una asociacion que va del
67 al 80%; sin embargo, en ellos no se refiere la
presencia del HHV-6 en este tipo de tumores en la
poblacién mexicana.61°

El objetivo de este trabajo es dar a conocer la pre-
sencia de estos virus en el linfoma de Hodgkin, en
pacientes estudiados en el Hospital General de Méxi-
co y comparar los resultados con los de los trabajos
ya efectuados en otras instituciones del sector Salud
de la Ciudad de México.

MATERIAL Y METODOS

De los archivos de la Unidad de Patologia del Hospi-
tal General de México y de la Facultad de Medicina
de la UNAM, fueron seleccionadas 84 biopsias con
diagnostico de linfoma de Hodgkin, independiente-
mente de sus variedades histolégicas.

El tejido fue fijado en formaldehido al 10% e inclui-
do en parafina. Los cortes histolégicos fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y clasificados histolégica-

mente segln la nueva version de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicada en 2001. Se
efectuaron ademas estudios de inmunohistoquimica
y de biologia molecular en el Instituto de Inmunopa-
tologia de la Universidad de Colonia, Alemania. En
dicho laboratorio se realizé la técnica de inmunope-
roxidasa APAAP (fosfatasa alcalina-antifosfatasa al-
calina) y la técnica ABC (avidina-biotina-peroxida-
sa)!! para determinar la expresion antigénica de los
siguientes anticuerpos monoclonales: CD30 (Ki-1
1:20 DAKO), VEB-LMP1 (1:30 DAKO), Ki 67 (MIB1
1:50 DIANOVA), p53 (1:30 DAKO), p21 (WAF1 1:20
NOVOCASTRA), oncoproteina Bcl2 (1:10 DAKO),
HHV-6 gp 110/60 (HAR-2 1:200) (antisueros pro-
porcionados por el Dr. Luka, Depto. de Patologia,
Fac. de Medicina, Norfolk Virginia) con la técnica
previamente ya descrita,'? se efectué ademas hibri-
dacion in situ ADN-sonda ADN-blanco (Dianova) y
para ADN-VEB (ENZO).!3 Para la determinacion de
ADN-HHV-6, la pZVH14 fue proporcionada por el
Dr. Salahuddin.

RESULTADOS

De los 86 casos recolectados, dos fueron eliminados
del estudio por no corresponder morfolégicamente a
linfoma de Hodgkin en ninguno de los subtipos histo-
I6gicos. De los 84 restantes, 67 (79.7%) fueron pa-
cientes del sexo masculino y 19 (22.6%) del femeni-
no. La edad varié de los ocho a los 90 afios (prome-
dio de 24). El subtipo histoldgico mas frecuente fue el
de celularidad mixta con 44 casos (46%), de los cua-
les 31 (70.4%) estuvieron asociados al virus de Eps-
tein-Barr y siete (15.9%) al HHV6.

Figura 1. Células de Hodgkin y Reed-Sternberg con positividad
para LMP, (proteina de membrana latente). APAAP X100.
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Treinta casos correspondieron al subtipo de escle-
rosis nodular representando el 39%. En 19 de éstos
estuvo presente el VEB (63%) y la asociacion con el
HHV-6 se registrd en cinco (16.6%). Entre los subti-
pos menos frecuentes se encontraron cinco casos;
dos de ellos ricos en linfocitos, uno de los cuales es-
tuvo asociado a VEB y el otro a HHV-6; de cinco ca-
sos del subtipo disminucidn linfoide, tres se asocia-
ron a VEB, uno a HHV6 y el restante no tuvo asocia-
cién viral. El VEB estuvo presente en el nicleo de las
células de Hodgkin y en las células de Reed-Stern-
berg (Figura 1), ocasionalmente se observoé en linfo-
citos e histiocitos.

El HHV-6 se encontré principalmente en linfocitos
e histiocitos y rara vez en células de Reed-Sternberg
(Figura 2). En sélo 10 casos (11.9%), fueron identifi-

, -:-.--.'.- R )
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Figura 2. Histiocitos que muestran positividad para HHV6 (hi-
bridacion in situ) X100.

_ﬁt

cados ambos virus; seis de ellos correspondieron al
subtipo celularidad mixta y los otros cuatro al subtipo
esclerosis nodular. El marcador de proliferacion celu-
lar Ki 67 se encontré raramente en linfocitos e histio-
citos y muy frecuentemente en células de Hodgkin y
de Reed-Sternberg en 78 casos (92.8%) (Figura 3).
El marcador de apoptosis Bcl-2 y la proteina p53
se encontraron en 71 casos (84.5%), ocasionalmen-
te en células de Hodgkin y de Reed-Sternberg y muy
frecuentemente en linfocitos e histiocitos (Figura 4).

DISCUSION

Estudios epidemioldgicos realizados en diferentes
partes del mundo han demostrado diferencias en los
subtipos histoldgicos del linfoma de Hodgkin. En na-
ciones en vias de desarrollo,”'45 los subtipos celu-
laridad mixta y disminucién linfoide son mas comu-
nes que el subtipo esclerosis nodular, cuya variedad
es mas frecuente en paises desarrollados.

También existen publicaciones de estudios reali-
zados en diferentes poblaciones geograficas y so-
cioecondmicas mundiales que sefialan variaciones
en la prevalencia del VEB asociado con el linfoma de
Hodgkin.5-7:14.16

Comparados con los diferentes trabajos efectua-
dos en México, en pacientes con linfoma de Hodgkin,
en general son mas jévenes los que acuden al Hos-
pital General de México, y es el sexo masculino el
mas afectado en esta institucion (Cuadro |).

En este estudio, con un total de 84 pacientes, los
subtipos mas frecuentes son el linfoma de Hodgkin
clasico celularidad mixta 46% y esclerosis nodular
39%, con predominio en hombres y una edad media

Figura 3. Marcador de proliferacion celular (PCNA) positivo
en |os nicleos de células de Hodgkin y Reed-Sternberg. X400.
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Figura 4. Proteina bcl2 (apoptosis) positivo en los nlcleos de
histiocitos. APAAP X400.
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Cuadro I.
Edad Tipos histolgicos Asociacion
NuUmero promedio VEB
de casos H M (afios) n % %

Instituto Nacional 27 482% 51.8% 29 PLN 1 3.70 67.7
de Cancerologiay EN 13 48.10
Hospital Central Militar CM 7 25.90

DL 6 22.20
Instituto Nacional 50 66.0% 34.0% 42 PLD 1 2.00 70.0
de laNutricion EN 20 40.00

CM 22 44.00

DL 7 14.00
Instituto Nacional 57 43.0% 13.0% 36 EN 32 56.00 58.0 INNZS
delaNutriciony CM 20 35.00 71.0 ABC
Hospital ABC DL 4 7.00

NC 1 1.75
Hospital General 84 67.0% 19.0% 24 EN 30 39.00 64.2
de México CM 44 46.00

LHC 5 7.50

DL 5 7.50

Abreviaturas: H = Hombres. M = Mujeres. VEB = Virus Epstein-Barr.

PLD = Predominio linfoide difuso. PLN = Predominio linfoide nodular. EN = Esclerosis nodular. CM = Celularidad mixta.
DL = Disminucién linfoide. LHC: Linfoma de Hodgkin clasico rico en linfocitos. NC = No clasificado.

de 24 afios. Zarate-Osorno y colaboradores® estudia-
ron 27 pacientes con LH, encontraron que el sexo
femenino fue discretamente mas afectado con una
edad promedio de 29 afios y el subtipo histologico
mas frecuente fue el de esclerosis nodular 48.1% y
el 25.9% correspondio al de celularidad mixta.

Quintanilla y asociados,® del Instituto Nacional de
la Nutricion, estudiaron un total de 50 pacientes con
linfoma de Hodgkin. Encontraron una edad bimodal
con una primera incidencia a los treinta afios y el se-
gundo pico en la sexta década de la vida, con predo-
minio del sexo masculino. Los subtipos histologicos
correspondieron a celularidad mixta 44%, esclerosis
nodular 40% y el de disminucion linfoide 14%, hallaz-
go que llama la atencion con respecto a la proporcion
de este ultimo subtipo de linfoma de Hodgkin, con
respecto a los trabajos anteriores. Probablemente
tenga que ver el nivel socioecondémico de los pacien-
tes que acuden a las diferentes instituciones del
pais® (Cuadro ).

En este estudio, al igual que en los trabajos efec-
tuados en otras instituciones mexicanas, se observa
la alta prevalencia del VEB (64.2%). En nuestros ca-
sos, la asociacion con el HHV-6 se present6 en el
16.6% del total; ambos virus estuvieron presentes en
10 pacientes (11.9%). Hasta el momento actual no

se habian realizado estudios en México sobre la pre-
sencia de ambos virus en linfoma de Hodgkin. En los
casos en los que se detecto la presencia por inmuno-
histoquimica de la LMP (proteina de membrana la-
tente) del VEB, ésta estuvo presente en el nicleo de
las células de Hodgkin y de Reed-Sternberg y rara
vez en linfocitos e histiocitos. En el estudio del Insti-
tuto Nacional de Cancerologia® se demostrd, me-
diante hibridizacion in situ, una alta prevalencia de
las secuencias del VEB en los ganglios afectados
(70%); las secuencias fueron localizadas en el nd-
cleo de las células de Reed-Sternberg y en las célu-
las de Hodgkin.

La literatura refiere que los subtipos histolégicos
gue mas evidencia de infeccidon por VEB presentan
son los de celularidad mixta y disminucion linfoide en
una proporcién de 81 y 86%, resultados que difieren
de este estudio y del realizado en el Instituto Nacio-
nal de Cancerologia, en lo que respecta al subtipo
disminucién linfoide que, en estas dos Ultimas institu-
ciones, no fue tan frecuente a pesar de que se efec-
tuaron inmunorreacciones correspondientes para
confirmar el diagnéstico de linfoma de Hodgkin y se
descarto la posibilidad de linfoma anaplasico.® Exis-
ten pocos estudios publicados en la literatura que
comparan el pronéstico entre casos de linfoma de

127



Romero GMB et al. Prevalencia de virus herpes humanos en linfoma de Hodgkin. Rev Med Hosp Gen Mex 2004; 67 (3): 124-129

Hodgkin VEB positivos y negativos,'”*¢ pero al pare-
cer no hay ninguna diferencia significativa. En nues-
tros casos, por las caracteristicas socioeconémicas
y culturales, la mayor parte de los pacientes con
cualquier tipo de linfoma acuden por primera vez a
diagnostico y tratamiento en estadios clinicos avan-
zados, por lo que la ausencia o presencia del VEB o
el HHV-6 tampoco tendria significado estadistico re-
levante. El papel del VEB en la patogénesis de linfo-
ma de Hodgkin ain no ha sido aclarado, aunque al-
gunos autores sugieren su participacion en la géne-
sis tumoral.*®

Un alto porcentaje de pacientes con linfoma de
Hodgkin tienen titulos elevados de anticuerpos para
VEB antes y durante el desarrollo de la enfermedad;
incluso enfermos con mononucleosis infecciosa tie-
nen altas probabilidades de desarrollar LH, probable-
mente como cofactor, particularmente en algunos
subtipos histolégicos como: linfoma de Hodgkin cla-
sico celularidad mixta y esclerosis nodular. En Méxi-
co, no existen datos sobre el porcentaje de indivi-
duos serolégicamente positivos para el VEB y/o mo-
nonucleosis infecciosa y linfoma de Hodgkin. Dos de
los estudios efectuados mencionan que los pacien-
tes provienen de medio socioeconémico bajo y esto
probablemente correlaciona con la alta probabilidad
de exposicién al VEB en edad temprana; este meca-
nismo es, en cierta manera, similar al postulado so-
bre los pacientes con VIH y LH.20.21

El HHV-6 ha sido considerado un virus oncogéni-
co debido a que se han encontrado fragmentos ge-
némicos virales en lineas celulares transformadas de
modelos humanos y animales in vitro.® La primera
oncoproteina especifica del HHV-6, denominada
ORF-1, ha sido recientemente identificada. También
se ha aislado de la sangre periférica de pacientes
con linfomas. Estudios seroldgicos y moleculares
han sugerido una asociacién entre infeccion por
HHV-6 y enfermedades linfoproliferativas. Dicho vi-
rus se ha encontrado en células de pacientes con lin-
foma de Hodgkin.1°

En el material estudiado se observé una frecuencia
del 16.6% y se encontr6 en linfocitos e histiocitos y
muy rara vez en células de Reed-Sternberg. En otros
estudios efectuados, sobre la importancia de este vi-
rus en diferentes tipos de patologia linfoide,?? como
linfadenopatia reactiva, linfadenopatia angioinmuno-
blastica y enfermedad de Rosai-Dorfman, la presencia
del HHV-6 se ubicd en células plasmaticas, histiocitos,
granulocitos y células dendritico-foliculares.

Con respecto a linfoma de Hodgkin y el HHV-6
se ha observado lo siguiente: 1) Existe una mayor

128

frecuencia y titulos elevados de anticuerpos contra
HHV-6 en pacientes con linfoma de Hodgkin que
en sujetos con linfomas no Hodgkin o donadores
sanguineos. 2) existe una correlacion entre los ti-
tulos de anticuerpos anti HHV-6 y el curso clinico y
prondstico de la enfermedad en pacientes con lin-
foma de Hodgkin y 3) existe una elevada frecuen-
cia de secuencias de HHV-6 por PCR y analisis de
Southern blot en linfoma de Hodgkin con respecto
a casos de linfomas no Hodgkin.®?2 La infeccidn
por HHV-6 es latente y la célula infectada por el vi-
rus es el subtipo de la célula de Reed-Sternberg,
llamada momificada. Un hecho relevante es que el
HHV-6 induce apoptosis en la célula infectada (cé-
lulas T in vitro). Si el efecto apopt6tico del HHV-6
sobre las células de Reed-Sternberg es confirma-
do, el virus tendria un efecto protector en el papel
patogénico de la enfermedad. Lo que probable-
mente indica que el virus no se encuentra directa-
mente involucrado en la patogénesis del linfoma de
Hodgkin. Con respecto a los marcadores de prolife-
racion celular y de apoptosis, en nuestro estudio se
encontrd que el primero se observé principalmente
en células de Hodgkin y de tipo Reed-Sternberg y
raramente en linfocitos e histiocitos en 78 casos
(92.8%). El fenomeno de apoptosis asi como la ex-
presion de la p53 se observé en 71 casos (84.5%) en
linfocitos e histiocitos y ocasionalmente en células de
Hodgkin y de Reed-Sternberg.

CONCLUSIONES

A pesar de que los virus de Epstein-Barr y HHV-6
estan presentes en el linfoma de Hodgkin, no son
francamente oncogénicos; sin embargo, la doble in-
feccion parece apoyar el proceso de proliferacion
con predominio del efecto del VEB, como se refiere
en la literatura.®10.23
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