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associated with the pathogenesis of cutaneous T cell lymphomas (CTCL). Aim: To
search for HTLV-1 DNA in skin biopsies of patients with CTCL. Material and
Methods: A retrospective study was conducted using 25 biopsies of patients with
CTCL. DNA was extracted from lymphoid tissue by microdissection. A nested
PCR was conducted to detect HTLV-1 genome using primers for the tax region.
As negative controls, four cases of superficial perivascular dermatitis were cho-
sen. As positive controls, five cases of T-cell leukemia/lymphoma (ATCL) were
studied. Results: A positive reaction was found in 3 of 25 cases. These biopsies
corresponded to a case of Mycosis Fungoides, a case of CD30 (-) T cell lymphoma
and a case of lymphomatoid papulosis. Search was negative in the four cases
of superficial perivascular dermatitis and positive in four cases of adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATCL). Conclusions: HTLV-1 DNA search in tissues is
a useful tool recommended to study T-cell lymphomas. HTLV-1 infection only
occurs in sporadic cases but may contribute to tumor aggressiveness and prognosis.

(Rev Med Chile 2014; 142: 314-322)
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corresponden a un grupo clinica e histolégi-
camente heterogéneo de neoplasias cutdneas
originadas a partir de linfocitos T".

Segun la clasificacién europea (EORTC) los
LCCT se agrupan, segtin su conducta clinica, en
formas indolentes, agresivas y entidades provi-
sorias. Dentro del primer grupo estin micosis
fungoide (MF) y sus variantes, linfoma de células
grandes CD30 (+) y papulosis linfomatoide (PL).
Entre las formas agresivas se encuentra el sindro-
me de Sézary (SS) y el linfoma de células grandes
CD30(-). Las entidades provisorias corresponden
al linfoma T pleomorfico de células pequenias y al
linfoma T paniculitico®.

Los LCCT presentan etiologia diversa, dentro
de las cuales se encuentra el virus HTLV-1, el cual

l os linfomas cutdneos de células T (LCCT)
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es retrovirus patogénico humano, principalmente
linfotrépico que infecta linfocitos T CD4(+), cé-
lulas dendriticas sanguineasy del epitelio sinovial.

Dentro de las enfermedades asociadas a infec-
cién por HTLV-1 se encuentran: leucemia-linfo-
ma de células T del adulto (ATCL), LCCT, mie-
lopatia asociada a HTLV-1/paraparesia espéstica
tropical (HAM/TSP) y dermatitis infectiva (DI).

Enlos LCCT, la asociacion es motivo de activa
btisqueda e investigacion. En Estados Unidos de
Norteamérica y Europa se ha encontrado una
presencia variable del virus (1-12%) mediante la
técnica de reaccion polimerasa en cadena (PCR)
in situ’. En Alemania se ha encontrado virus en
linfomas cutdneos T de células grandes CD30
(+)* en tejido fresco por Southern Blot y PCR. En
Japon, se encontré presencia de HTLV-1 en MF
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y SS por técnica de hibridacién in situ en tejido
fijado en formalina®. También se ha aislado ADN
viral en tejido tumoral, lineas celulares de pacien-
tes con MF y en sangre periférica de familiares de
pacientes con MF®’. Otros investigadores no han
detectado ADN de HTLV-1 en LCCT*%°.

Existe evidencia que sugiere que los pacientes
con LCCT albergan tanto en los linfocitos circu-
lantes como en los radicados en la piel, la secuencia
tax del virus HTLV-1, lo cual ocurre también en
sus parientes sanos y en donantes sanos'’.

El virus HTLV-1 ha sido ampliamente de-
tectado en sangre, tejido fresco y tejido fijado en
formalina*>7®12,

En sangre, 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 que detectan en tejido distintos
genes de la estructura genémica de HTLV-1,
como: gen pX (5), gen env (5), gen pol (4) y gen
tax™".

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

La evaluacién 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'.

La deteccién de HTLV-1 puede dar informa-
cién sobre una relacion causal o al menos facilita-
dora 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 tejido tumoral de pacientes
con LCCT.

El propésito 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.

Materiales y Métodos

Seleccion de los casos:

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

La histologia y la inmunohistoquimica de
los pacientes seleccionados fueron nuevamente
revisados por dermatdlogo y dermatopatdlogo
especialista en linfoma, con lo cual se pudo clasi-
ficar segin la EORTC.

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

Para los controles negativos se eligieron 4 ca-
sos de dermatitis perivasculares superficiales. Los
pacientes controles no dispusieron de estudio en
suero para HTLV-1. Fueron elegidos por ser in-
filtrados linfoides parecidos a los linfomas T pero
con alta probabilidad de ser HTLV-1 negativos
(igual que la poblacién general).

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

Extracciéon del ADN

Las muestras se obtuvieron a partir de las
preparaciones tefiidas con hematoxilina eosina
mediante microdiseccién con lupa. Se ubicé la
zona del infiltrado linfocitario sospechoso y bajo
visién microscopica se procedié a microdisecar el
tejido. Las muestras se sometieron a centrifuga-
cién a 14.000 rpm por 10 min.

El ADN se extrajo por medio de una solucién
de extraccién 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
amplificacién, se procedié a purificar el ADN con
el método de silica (QiaGEN).

PCR y electroforesis en gel de agarosa
PCR B-Globina

Para el estudio de calidad de ADN y presencia
de inhibidores se utilizaron partidores para el gen
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humano de B-globina de 268 pb. (P-A + P-S) yde
110 pb (P-110 + P-9).

P-A (partidor antisentido 268bp): GAA GAG CCA
AGG ACA GGT AC

P-110 (partidor antisentido 110bp): ACA CAA
CTG TGT TCA CTA GC

P-S (partidor sentido 268bp-110bp): CAA CTT
CAT CCACGT TCA CC

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.

PCR para HTLV-1

Para el estudio de busqueda de HTLV-1 se
utilizaron partidores para el gen Tax publicados
por Vandamme y col."*. Estos son utilizados ruti-
nariamente por el Laboratorio de Biologia Mole-
cular 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 llamados “ex-
ternos” 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 cutdneo se hizo correr
primero con los partidores externos AV42 y AV43
(218 pb) v la segunda reacciéon (que utiliz6 como
ADN blanco el producto de la primera reaccién)
se hizo correr con los partidores internos AV49 y
AV 80 (109 pb)™.

AV42 (sentido): CTC CCC TCC TTC CCC AC
AV43 (antisentido): CCA (G/C)(A/G)(G/T) GGT
GTAIAIGITTTGG

AV49 (sentido): CCC TCC TTC CTC CAG GCC
AT

AV80 (antisentido): GGT CTG GAA AAG ACA
GGG TTG

Este procedimiento aumenta la sensibilidad
del ensayo, reamplificando el producto de la pri-
mera reaccién en la segunda reaccién, y también
la especificidad porque los partidores internos
amplifican sdlo 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 corrida de PCR.
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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 pa-
cientes con leucemia linfoma T, al menos una por
corrida de PCR.

Para el andlisis de los resultados para B-globina
y para HTLV-1, las muestras se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 2%, posterior-
mente se tifleron 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 cdmara digital (modelo Olympus) y también
algunos geles fueron fotografiados con cdmara
instantdnea 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 tamano
de 268 bp y 110 bp respectivamente.

Para el producto de amplificacién de HTLV-1
se consider6 positiva una banda a la altura de 109
bp en la segunda reaccién de PCR.

Resultados

Caracteristicas de la muestra en estudio

En la Tabla 1 se puede observar las caracteris-
ticas 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 positi-
vos fue de 45 afios, todos fueron de sexo femenino.
El promedio de edad para los controles negativos
fue de 34 afios (Tabla 2).

Validacion de la técnica de deteccion de HTLV-1

Se estudi6 la calidad del ADN para los con-
troles negativos y en todos ellos los resultados
muestran positividad para B-globina de 110bp
(Figura 1).

Para los casos de ACTL (controles positivos)
4 de 6 los resultados muestran positividad para
B-globina. E1 PCR anidado para HTLV-1 (Figuras
2y 3), también muestra positividad.

Cabe senalar que aquellos dos casos en que
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Tabla 1. Caracteristicas de los casos estudiados y
sus diagnosticos clinicos

Paciente Sexo Edad Diagndstico
I M 78  Linfoma T células grandes
CD30 (-)
T2 M 78  Micosis fungoide
T3 M Micosis fungoide
T4 B 19  Micosis fungoide
T5 F 58  Linfoma T células grandes
T6 F 45 Reticulosis pagetoide
T7 F 73 Linfoma T células grandes
8 F 25  Mucinosis folicular
T9 M 79  Micosis fungoide
T10 F 3 Linfoma T células grandes
T F 23 Linfoma T paniculitico
T12 F Micosis fungoide
T13 F 25  Micosis fungoide
T14 B 20 Micosis fungoide
T15 M 56  Micosis fungoide
T16 M 73 Micosis fungoide
T17 M 64  Micosis fungoide
T18 M 77  Micosis fungoide
T19 M 50  Micosis fungoide
720 F 30  Micosis fungoide
T21 M 64  Micosis fungoide
T22 M 70 Micosis fungoide
723 M 33 Micosis fungoide
T24 F 68  Papulosis linfomatoide
125 F 35  Papulosis linfomatoide

Figura 1. BG 110 para controles negativos: se aprecia que
todos los controles negativos (N1, N2, N3 y N4) resultaron
positivos para BG 110 bp. Carril 1 Marcador de peso molecular
(100 bp), carril 2 muestra N2, carril 3 muestra N1, carril 4
muestra N4, carril 5 muestra N3, carril 6 control positivo en
sangre (diluido 1: 30), carril 7 control (4) en suero directo,
carril 8 control (-) (agua).

resulté negativa la PCR para HTLV-1 (C4 y C6)
también lo fueron para B-globina, por tanto ello
sugiere que las muestras son probablemente inhi-
bidas sin ADN susceptible de ser analizado.

Deteccion de HTLV-1 en los casos seleccionados

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
tenfa demostrado HTLV-1 en sangre por Elisa y
PCR. Se trat6 de un linfoma T CD30 (-) agresivo
que presento lesiones secundarias retroperitonea-
les un afio después del diagnéstico (Figuras 4y 5).

Tabla 2.
Controles positivos Sexo Edad Diagnostico
c1 F 38 Leucemia linfoma T del adulto
c2 F 48 Leucemia linfoma T del adulto
a3 F 47 Leucemia linfoma T del adulto
c4 F 47 Leucemia linfoma T del adulto
c5 F 52 Leucemia linfoma T del adulto
c6 F 38 Leucemia linfoma T del adulto
Controles negativos Sexo Edad Diagnéstico
N1 F 39 Dermatitis perivascular superficial espongiotica
N2 M 45 Dermatitis perivascular superficial espongiotica
N3 F 12 Dermatitis perivascular superficial espongiotica
N4 F 40 Dermatitis perivascular superficial espongiotica

Rev Med Chile 2014; 142: 314-322
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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, carril10: control
positivo en suero, carril 11: control negativo.

Figura 3. HTLV-1 para controles positivos (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.

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 Infiltracién dérmica por tumor de células grandes CD30 (-),
con marcado pleomorfismo celular, atipfas y mitosis. (C) El infiltrado expresa el marcador CD25.

El caso T2 (MF) fue un paciente de 78 anos
que al ser revisado retrospectivamente 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 anos con papulosis linfomatoide que se traté
exitosamente con puvaterapia y presenta brotes
ocasionales de lesiones (Figura 7).
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En 22 casos de linfoma cutdneo los resultados
de la técnica muestran negatividad para HTLV 1.
En 11 de estos caso de linfoma se demostré cali-
dad 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 andlisis de calidad de ADN para
algunos casos.

Rev Med Chile 2014; 142: 314-322
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Figura 5. Positividad de LT CD30 (-) para HTLV-1 (caso T1),
bandaa 110 pb. Se aprecia en el carril 2 y 3 que dos muestras
de T1 resultaron positivas para HTLV-1. El resto de los casos
resultd negativo. Carril 1: marcador de peso de peso mole-
cular, 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).

Discusiéon

En relacién a la busqueda HTLV-1 en biop-
sias de linfomas cutaneos T, nuestros resultados
concuerdan con los publicados en la literatura,
en que en la mayorfa de los infiltrados de LCCT
no se logré evidenciar la presencia de HTLV-177.

Sin embargo, al igual que en Japén, Estados
Unidos de Norteamérica y Europa es posible ob-
servar casos de LCCT con presencia de HTLV-1.
En nuestro estudio encontramos un caso de linfo-
ma T CD30 (-), un caso de MF y uno de papulosis
linfomatoide.

Todos nuestros controles de ATCL los resul-
tados 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 produccién de la leucemia-linfoma T.

Si bien 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 hibridacién in situ que permite

Rev Med Chile 2014; 142: 314-322

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 linfomatoide (T24), carril
6, para HTLV-1. Carril 1: marcador de peso molecular, carril
2: control negativo en tejido (N4), carril 3: T17, carril 4: 724,
carril 5: T15, carril 6: T2 (muestra a), carril 7: T2 (muestra b),
carril 8: control positivo en tejido (C1).

demostrar el virus al interior de las células. Es
razonable inferir que las células infectadas son
los linfocitos T CD4(+) presentes en el infiltrado
linfoide si bien hay estudios que muestran también
integracion viral en queratinocitos'.

Es probable que la proporcién de linfomas
cutdneos en los que se encuentre el virus depen-
da ademds de la prevalencia de la infeccién por
HTLV-1 en un territorio determinado. En Peru,
por ejemplo, en dreas endémicas alrededor de 20%
deloslinfomas T cutdneos son HTIV-1 positivos'®.
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Tabla 3. Estudio de busqueda de HTLV-1 en biopsias de Linfoma cutaneo de células T

Paciente Diagnostico BG110 BG 268 HTLV-1
@ Leucemia linfoma T del adulto S| S
c2 Leucemia linfoma T del adulto S| S
c3 Leucemia linfoma T del adulto SI S
c4 Leucemia linfoma T del adulto NO NO
C5 Leucemia linfoma T del adulto Sl Sl
€3 Leucemia linfoma T del adulto NO NO
N1 Dermatitis perivascular superficial espongiotica Sl NO
N2 Dermatitis perivascular superficial espongidtica Sl NO
N3 Dermatitis perivascular superficial espongidtica Sl NO
N4 Dermatitis perivascular superficial espongiética Sl NO
T1 Linfoma T células grandes CD30 (-) Sl Sl
T2 Micosis fungoides Sl NO Sl
T3 Micosis fungoides poiquilodermatosa S NO
T4 Micosis fungoide S NO
T5 Linfoma T células grandes S NO
T6 Reticulosis pagetoide SI NO
T7 Linfoma T células grandes SI NO
T8 Mucinosis folicular SI NO
T9 Micosis fungoides S| NO
T10 Linfoma T células grandes SI NO NO
™ Linfoma T paniculitico S NO
T12 Micosis fungoide S NO
T13 Micosis fungoide S| NO
T14 Micosis fungoide SI NO
T15 Micosis fungoide SI NO
T16 Micosis fungoide SI NO
7 Micosis fungoide S NO
T18 Micosis fungoide Sl NO
T19 Micosis fungoide S NO
T20 Micosis fungoide S NO
T21 Micosis fungoide S NO
122 Micosis fungoide S NO
T23 Micosis fungoide S NO
T24 Papulosis linfomatoide Sl SI
T25 Papulosis linfomatoide S NO
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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 pro-
noéstico respecto a la agresividad del tumor, por
ejemplo inhibiendo la apoptosis y antioncogenes
en las células transformadas.

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

Es interesante notar que el mismo conjunto de
partidores y la misma técnica que se usa rutinaria-
mente en estos pacientes para detectar HTLV-1 en
suero, es el que se us6 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 circulan-
tes, es muy probable que el infiltrado linfoide
patoldgico también tenga presencia del virus y es
razonable pensar que éste tenga un rol patogénico
en la enfermedad.

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

Asi, con una buena calidad de ADN y una téc-
nica lo suficientemente sensible, es poco probable
que hallamos obtenido falsos 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. Sibien la presencia del virus se ha relacio-
nado las enfermedades ya descritas, hay muchos
pacientes portadores del virus que no desarrollan
enfermedades infiltrativas T y permanecen como
portadores.

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

En Chile, pais de baja prevalencia de la infec-
cién por HTLV-1, no se habia estudiado la pre-
sencia del ADN viral en biopsias de pacientes con
linfomas cutdneos. Nuestros resultados concuer-
dan con lo publicado en la literatura, 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 pafs.
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