Asociacién del virus de Epstein Barr (EBV)
y el Linfoma de Hodgkin (LH): estudio -
comparativo de poblacién pediatrica y adulta

Anahi Vijnovich Baron'®, Elena De Matteo**, Paola Chabay**,
Marta Dragosky®, Jose Porta*, Maria V Preciado**

'Centro de Patologia, **Hlal de Nifios Ricardo Gutierrez, *Htal de Oncologia Marie Curie
Dra. Anahi Vijnovich-Baron: Centro de Patalogia, Av Pueyrredon 1017, 10 "A”
(1118 AAA) Buenos Aires, Argentina. Tel/fax: 54-11-4962-4548

E-mail: avifnovich@intramed.net.ar

Fecha de recepeion: 15-10-01
Fecha de aprobacign: 20-11-01

RESUMEN

El LH presenta una curva bimodal en la distribucidn
por edades que no se encuentra en otros linfomas. El
ler pico corresponde a adultos jévenes en paises eco-
noémicamente desarrollados y a nifios en paises subde-
sarrollados, mientras que el 2° pico corresponde siem-
pre a adultos (>50 afios). La asociacién del LH con el
EBV ha sido documentada en diversos trabajos. Nues-
tro objetivo es analizar comparativamente la presencia
de dicho virus en casos de LH en nifios y adultos,

Material y Métodos: biopsias de pacientes con LH: 79
ganglios de nifios, 65 ganglios de adultos y 1 pieza de
esplenectomia, todas fijadas en formol e incluidas en pa-
rafina. Deteccidn de proteinas virales LMP-1 por inmune-
histoquimica y EBER-1, -2 por Hibridizacién in situ.

Resultados: Distribucidn por edades y sexo: nifios: 2
a 15 afios (mediana 8) 76,5% varones, adultos: 16 a 80
afos (mediana 38), 51% varones. Deteccién de EBV:
a)poblacién pediitrica: 42 casos + (53%) con ambas téc-
nicas. 67% correspondieron al subtipo histolégico
celularidad mixta (CM) ( p=0,01), uno de ellos se diag-
nosticé como CM interfolicular. En los menores de 7
aiios se hallé EBV en el 74% de los casos (p=0,006); b)
poblacién adulta: en 18 casos se detectd genoma de EBV
por hibridizacidn in sitw (27%), siendo el 55.5% para la
CM vy el 33% para la EN.

Conclusiones: 1)La asociacién del LH con EBV es mis
frecuente en nifios que en adultos (53% vs 27%) 2) La
subpoblacién de menores de 7 afios presentd una altisi-
ma asociacidn (74%). 3) La presencia del virus en los dos
grupos estudiados comparte el patrén epidemiolégico
descripto para paises econémicamente desarrollados. 4)
Con respecto a los subtipos histolégicos, tanto en nifios
como en adultos predomind el EBV en los casos de CM,
destacindose en los adultos la presencia de 1 caso de LH
rico en linfocitos y uno diagnosticado en bazo. 5) En los
pacientes adultos la asociacidén de LH y EBV mostré di-
ferencias entre los provenientes de hospital publico (38%)
y medio no hospitalario (20%).
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INTRODUCCION

En la mayorfa de los tumores las causas de su
origen no pueden ser determinadas con toda exac-
titud, pero se sabe que el fenotipo maligno es el re-
sultado de la acumulacién de varios cambios gené-
ticos discretos, que en algunos casos se asocian con
infeccién viral como participante del proceso de
transformacion’'.

En la dltima década se avanzé notablemente en
el conocimiento sobre la Enfermedad de Hodgkin.
Cabe deslacar el descubrimiento de que la célula de
Reed-Sternberg (RS) es linfoide, de fenotipo B en la
mayoria de los casos, y de caricter clonal por lo que
en realidad la EH seria un verdadero linfoma®. El
Linfoma de Hodgkin (LH) comprende dos entidades
diferentes: el Predominio Linfocitico Nodular y el
Hodgkin Clasico. Estos difieren entre si en sus carac-
teristicas clinicas, epidemiologia, composicion de la
celularidad acompafiante, inmunofenotipo, genética,
asociacion al EBV e historia natural de las mismas.
Recientemente ha sido publicada la Clasificacién de
Tumores de Tejidos Linfoides y Hemalopoyéticos de
la Organizacion Mundial de la Salud. En esla se con-
firma la categorizacion de la clasificacion REAL de
cuatro subtipos dentro del Hodgkin Cldsico: Rico en
Linfocitos, Esclerosis Nodular, Celularidad Mixta y
Deplecion Linfocitica las que muestran diferentes ca-
racteristicas morfolégicas, presentacion clinica, v fre-
cuencia de asociacidn al EBV, pero comparten el mis-
mo inmunofenotipo™*.

El EBV tiene capacidad de producir latencia en
linfocitos-B, expresando al menos diez genes de la-
tencia: EBER-1, -2 (Epstein-Barr encoded RNA);
EBNA-1, -2, -3a, -3b, -3¢, -4 (Epstein-Barr nuclear
antigen) y LMP-1, -2 (Latent membrane protein). De
todos ellos LMP-1 es la tinica considerada oncogé-
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mica. Su capacidad de transformar lineas de fibro-
Mlastos de ratin in vitro determina que estas células
a sm wez sean tumorigénicas en ratones atimicos. Se
ka postulado que la proteina LMP-1 actuaria mime-
&ramdo a proteinas de la familia de los receplores de
fachor necrotizante de tumores (TNF), tales como el
(DM, LMP-1 mimetizaria a un receptor CDM40 activa-
do qur emite en forma continua, a través del factor
TRAF-3, una sefial positiva de crecimiento celular’,
H EBV cumple un rol etiolégico en la mono-
mmcleosis infecciosa, asi como también es amplia-
memtr reconocida su asociacidn con ciertas neo-
plasias como el linfoma de Burkitt, el carcinoma
masofaringeo y los Linfomas No-Hodgkin en inmu-
mesmprimidos® 7.
La asociacidn del LH con el EBV ha sido sugeri-
da sobre la base de numerosas evidencias epide-

mmolopicas.

= A nivel seroldgico se ha observado que algunos
pacientes con LH, cierto tiempo antes del diag-
ndstico de la enfermedad, presentan un aumento
del titulo de anticuerpos anti antigenos de capside
viral (VCA) del EBV®.

= Mediante técnicas moleculares como Southern
Blot* " e hibridizacion in situ se ha demostrado la
presencia de ADN viral de las biopsias ganglio-
nares de LH, pudiéndose ademds detectar me-
diante esta tiltima técnica genoma viral selectiva-
mente en células de RS y de Hodgkin (H) en el
30-40% de los casos analizados en estudios de
paises desarrollados y en el 70-100% en paises en
desarrollo" ™.

= Por inmunohistoquimica se ha detectado expre-
sion de LMP-1 en células de RS en una propor-
aon igual a la anlerior™.

« Por PCR se detecté y tipificé EBV presente en las
muestras observandose ambos tipos virales, EBV-
1y EBV-2, en los LH"

Los pardmeltros de distribucién de sexo, edad,
tipo histolégicos y asociacidn del LH con EBV varian
también segun localizacidn geogrifica y situacidn
socioecondmica. En los paises en desarrollo la infec-
adn por EBV ocurre en edad temprana ya que mds
del 9% de los nifios estin infectados alrededor de
los 6 anos de edad, mientras que en paises desarro-
Bados sélo el 30% a 40% son seropositivos a esa
edad®. En nuestro pafs la primo infeccién con EBV
generalmente ocurre durante la infancia™ .

OBJETIVO

Analizar comparativamente la presencia de EBV
en casos de LH pedidtricos y de adultos.

MATERIALES Y METODOS

I. Poblacion y muestras en estudio

Se estudiaron 79 biopsias ganglionares de pa-
cientes pediatricos y 65 biopsias ganglionares y 1
de bazo de pacientes adultos con diagnéstico
histopatolégico de LH. Las biopsias fueron revisa-
das por dos anatomo-patélogos y tipificadas segtin
la clasificacion de la OMS'™. La distribucién por
subtipos histolgicos se muestra en la Tabla 1. Los
pacientes pedidtricos son del Hospital de Nifios
Ricardo Gutiérrez y los adultos del Centro de Pa-
tologia y del Hospital Marie Curie. El rango de
edad de los pacientes pedidtricos es 2-15 afios, (me-
diana: 8 afios) y de los pacientes adultos 16-80 (me-
diana: 38 anos).

Il. Inmunohistoquimica

Las inmunomarcaciones se realizaron sobre las
biopsias fijadas en formol e incluidos en parafina.
Los cortes fueron montados sobre vidrios pretratados
con 3-aminopropyltriethoxy-silane (Sigma). Para la
deteccidn de la proteina latente de membrana-1
(LMP-1) las muestras fueron digeridas con Proteasa
XIV (Sigma) 30 min. a 37 °C, usando luego como Ac
(anticuerpo) primario un pool de 4 Ac monoclonales
que reconocen en forma conjunta al menos 3 epitopes
de la molécula (C51-4) (DAKQO). La deteccién se rea-
lizd mediante la técnica del complejo streptavidina-
biotina conjugada con peroxidasa (complejo ABC)
(Vector) y los cortes fueron luego contracoloreados
con hematoxilina y montados.

IT1. Hibridizacion in sifu

Los cortes de tejido fijados en formol e incluidos en
parafina, montados sobre vidrios pretatados con 3-
aminopropyltriethoxy-silane (Sigma), se hibridizaron
con una sonda compuesta por una mezcla de dos

TABLA 1
Distribucién de la poblacién por subtipos histoldgicos

Mifios Adultos
™ % ) %

Tipo histolégico

Predominio Linfocitico

Modular 2 3 3 4.5
Hodgkin Cldsico

Rico en Linfocitos 9 11 3 45
Esclerosis Nodular 25 a2 3 515
Celularidad Mixta 39 49 25 38
Deplecién Linfocitaria 4 5 1 1.5
Total 74 100 66 100
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oligonucledtidos de 30 bases cada uno marcados con
FITC que son complementarios a EBER-1 y -2 (Epstein
Barr encoded RNA-1 y -2) (Novocastra) segiin instruc-
ciones del fabricante. La deteccion se realizé con un
Ac monoclonal anti-FITC conjugado con fosfatasa
alcalina, usando como sustrato BCIP/NBT (Novocas-
tra). Todos los cortes fueron luego contracoloreados
con hematoxilina y montados.

RESULTADOS

Se observo por hibridizacién in situ una marcacion
nuclear especifica para EBER-1 y -2, caracterizada por
su localizacion en la cara interna de la membrana
nuclear y alrededor del nucléolo, exclusivamente en
células de RS y de H en 42/79 (53%) de biopsias
pedidtricas y 18/66 (27%) de biopsias de adultos ana-
lizadas (Figura 1). Aquellos casos donde ademds se
analizd la expresion de LMP-1 se consideraron como
positivas las muestras que presentaron una tincién

Fig. 1: Hibridrzacion in situ. EBER-1 y -2. Trncién nuclear en célulos
mononucleares de Hodgkm y cflulas de Reed-Sternberg. x 40

Fig. 2: Inmunohigtoquimica. LMP-1. Tincidn citoplasmdtica en cflulas de
Reed-Sternberg. x 40
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TABLA 1l
Asociacion de EBV segtin el tipo histoldgico

Nifos Adultos
N Yo N b ]

Tipo histolégico

Predominio Linfocitico

Modular 0 0 0 0
Hodgkin Clasico

Rico en Linfocitos 3 7 1 5.5
Esclerosis Nodular &8 19 i 33
Celularidad Mixta 28 67 10 55.5
Deplecion Linfocitaria 3 7 I 5.5
Total 42 100 18 100

especifica en membrana y citoplasma de las células de
RS y de H (Figura 2). La distribucién de la asociacién
con EBV segtin el subtipo histolGgico se muestra en
la tabla II

DISCUSION

Las caracteristicas clinico-patoldgicas y epidemio-
légicas de LH sugieren que algiin agente infeccioso
estaria comprometido en su etiologia™.

Los parametros de distribucién de sexo, edad, tipo
histolégicos y asociacion a EBV varfan también sobre la
base de localizacién geogrifica y situacion socioeco-
némica. Los primeros estudios epidemiolégicos hallaron
una relacién de la incidencia del LH y desarrollo indus-
trial. Tres patrones fueron descriptos: Patron 1: observa-
do en pafses no industrializados, en grupos de bajo ni-
vel socioecondmico, con una incidencia global del LH
baja, un pico en la infancia temprana y predominio de
los subtipos histologicos de CM, DL y PL. Patrén 3: pai-
ses industrializados, en grupos de alto nivel socioeco-
némico, con una incidencia global més alta de LH, con
un pico en la tercera década, mayor incidencia de sexo
femenino y predominio de EN sobre la CM. Patrdn 2:
intermedio, visto en paises con economia en transicidn
con picos en la infancia y segunda década e igual fre-
cuencia de subtipos histoldgicos de EN y CM[21]. Se ha
descripto que el subtipo histolégico CM resulta estadis-
licamente mas significativos en cuanto a la asociacion
de LH y EBV que la edad, género y localizacion geogra-
fica™.

Estudios previos realizados por nuestro grupo en
pacientes pedidtricos de nuestro hospital han demos-
trado un pico en la infancia lemprana, con predomi-
nio de sexo masculino y sublipo histoldgico CM".
Estas caracterfsticas comparten el patrén | observa-
do en paises no industrializados y se mantienen en
este grupo de pacientes estudiados con un predomi-
nio de CM (49%) sobre EN (32%). Las caracleristicas
de nuestra poblacién de pacientes adultos es com-
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poxable a la de los paises industrializados tanto en la
adad de presentacién, con un predominio de adultos
m [md:ana de 38 anos), como en el subtipo

donde observamos un predominio de EN
61.5%) sobre CM (38%).

H porcentaje de positividad para EBV que mues-
ma esde estudio en los pacientes pediatricos median-
e mmmmohistoquimica e hibridizacién in situ, se ase-
mrja mis al encontrado en estudios pediatricos rea-
Exados en EEULU, Europa occidental (26% - 530%)™*
= ; qme al hallado en estudios de olros paises latinoa-
mericancs como Honduras, Perid y Costa Rica don-
d&r b positividad para EBV es cercana al 90%, aun-
gue cabe senalar que en eslos tllimos el nimero de
@sos analizados es pequeiio' ™ *. De lodas mane-
=, si lomamos en cuenta exclusivamente el grupo
s pacentes < 7 anos el porcentaje de EBV+ en el
peesente estudio asciende a 74%. La asociacidn
estadisticamente significativa entre el EBV y el
smbiipo histolégico CM demostrada en este grupo de
pacentes pedidtricos estudiados, fue también encon-
wada en otros trabajos realizados tanto en paises
smomdmicamente desarrollados como subdesarrolla-
dos en nifios en Inglaterra™ Peri”, EE.UU. y Hondu-
s, Grecia®™.

La presencia del EBV en los pacientes adultos
también comparte el patrén descripto para los pai-
ses desarrollados (27%), siendo el subtipo CM el que
Presenta mayor asociacion con EBV tal como ha sido
descripto por otros autores’. Tomando en considera-
am los datos obtenidos de algunos estudios acerca
del subtipo histoldgico y la relacién de la presencia
de EBV v el nivel socicecondmico de la poblacidn,
mientamos relacionar en la poblacidn adulta dos
grupos provenientes de diferente medio.

Nuestra poblacién adulta se halla conformada
por 40 pacientes de medio no hospitalario y 26 pa-
oaentes de hospital piblico. En estos grupos tanto el
subtipo histoldgico como la expresion del EBY mos-
tro diferencia entre ambos, observdndose un predo-
minio de la EN (57.5%) en el grupo no hospitalario
v predominio de CM (50%) en el de hospital publi-
. Asimismo la asociacion del EBV y el LH también
mostr6 diferencias, siendo del 38% en los pacientes
hospitalarios y del 20% en los de medio no hospita-
lano. El nimero de pacientes hospitalarios, no obs-
tante resulta limitado para arribar a conclusiones
definitivas.

Nuestro estudio demuestra que el genoma de
EBV no se encuentra en forma pasiva en las células
tumorales, sino que ademds es transcripto y tradu-
ado. La expresion del EBV exclusivamente en célu-
las de RS y de H, consideradas las células malignas
del LH, estaria relacionada con un papel directo del
virus sobre el proceso neopldsico. Mas ain si se tie-

ne en cuenta que la proteina viral que se expresa,
LMP-1, es considerada un encogen viral.

Sobre este dato varios observadores concluyen que
el EBV pueda ser considerado parcialmente respon-
sable de la patogenia del LH, sin embargo su hallaz-
go en solamente un subgrupo de los casos analizados,
genera la posibilidad de que otros factores contribuyan
en el desarrollo de la enfermedad® .

El EBV podria jugar un papel en la patogenia del
LH mediante la activacion de factores antiapop-
téticos en linfocitos B pre-malignos del centro ger-
minal, v sus antigenos latentes representar un posi-
ble blanco para inmunoterapia®.

SUMMARY

Background: Hoedgkin‘s Lymphoma (HL) has a
bimodal age-incidence curve. In developed countries, HL
shows low incidence among children and peaks by age 30,
meanwhile, in developing countries exhibits the first peak
in childhood. In both types of countries there is invariably
a second peak above 50 years of age. Epstein Barr virus
{EBV) asociation with HL has been well documented in
different reports.Our purpose is to perform a comparative
anngsm of EBV presence in adult and pediatric HL.

esign: 79 pediatric and 65 adult formalin fixed
paraffin ernbedded lymph node bio ‘}:smf- and 1 spleen were
studied for the presence of EBV using EBERs in situ
hibridization and latent membrane protein-1 {LMP-1)
immunohistochemical labeling. The patient's age range and
sex distribution were: children 2-15 years (median: 8),
76,5% male and adults 16-80 years, (median: 38) 51% male.

Results: EBV detection: a) pediatric population: 42+
cases (53%), 67% corresponding te mixed cellularity
subtype (MC) {(p=0,01), one of them was diagnosed as
interfollicular MC. Particularly in the subgroup younger
than 7 years old showed 74% EBV+ cases (p=0,006). b)
adult population: 18 (27%) EBER+ cases by in situ
hybridisation. 55.5% corresponding to MC and 33% to
nodular sclerosis subt dype Interestingly, 1EBV+ case was
a lymphocyte-rich and another one was in the spleen.

Conclusion: 1) EBV-HL association was more common
in children than in adults. {33% wvs. 27%) which is
coincident with previous reports. 2) The subgroup of
patients younger than 7 years old showed very high
association (74%), 3) EBV presence in both groups was si-
milar te the EBV association of HL reported in developed
countries, 4) Both in pediatric and adult groups MC was
predominant EBV associated subtype. 3) In the adult
population EBV association was different between public
hospital (38%) and private practice (20%) groups.

Key words: comparative study, EBV, Hoedgkin's
Lymphoma, adult, pediatric.
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