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RESUMEN

La presente tesis tuvo como objetivo determinar la presencia de infeccion por virus
linfotrépicos en pacientes con Linfoma de Burkitt, asi como describir las caracteristicas
epidemioldgicas y patoldgicas de los pacientes con Linfoma de Burkitt atendidos en el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante el 2009-2018. La
poblacién del estudio estuvo conformada por 88 casos retrospectivos con diagnéstico de
Linfoma de Burkitt que presentaron caracteristicas epidemiologicas y patologicas
similares a lo reportado en la literatura. Se realiz6 la prueba de deteccion de virus
linfotrépicos: virus de Epstein-Barr (EBV), Virus linfotropico humano de células T tipo
1 (HTLV-1) y Herpesvirus humano 8 (HHV-8) en una muestra de 20 casos, de los cuales
se pudo detectar la infeccién del EBV en 9 casos (45%) mediante PCR convencional. No

se encontro la infeccién de HTLV-1 ni HHV-8 en los casos evaluados.

Palabras clave: Infeccion, EBV, HTLV-1, HHV-8, Linfoma de Burkitt, INEN.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to determine the presence of lymphotropic virus infection in
patients with Burkitt's lymphoma, as well as to describe the epidemiological and
pathological characteristics of patients with Burkitt's lymphoma treated at the National
Institute of Neoplastic Diseases during 2009-2018. A total of 88 retrospective Burkitt's
lymphoma cases with epidemiological and pathological characteristics similar to those
reported in the literature were included in our study. EBV was detected by conventional
PCR in nine of 20 (45%) cases tested for lymphotropic viruses (Epstein-Barr virus, human
T-cell lymphotropic virus type 1 and human herpesvirus 8). There was no evidence of

HTLV-1 or HHV-8 infection in the evaluated cases.

Keywords: Infection, EBV, HTLV-1, HHV-8, Burkitt's lymphoma, INEN.



1. INTRODUCCION

Se conoce como Linfoma No-Hodgkin (LNH) a un conjunto de enfermedades
que afectan el sistema linfatico, el origen exacto no se ha determinado, sin embargo; esta
asociado a cambios genéticos adquiridos y factores de riesgo como las infecciones
virales. Una de estas enfermedades es el Linfoma de Burkitt (LB), que afecta a las células
B de centro germinal y es altamente agresivo (Aldoss et al., 2008). Segun el tipo
histoldgico, el LB representa el 1.8% de los LNH en poblacion peruana (Alegria Valdivia

etal., 2012).

En la actualidad, son escasos los estudios que describen de manera detallada el
LB en el Peru. Algunos estudios retrospectivos consideran unicamente factores de riesgo
y prondsticos, asi como algunas variables clinicas. Por ejemplo, Padilla et al. (2011),
reportan Unicamente 5 pacientes con LB de un total de 433 pacientes con Linfoma en el
Hospital Nacional Cayetano Heredia, entre los afios 1998-2008. El estudio mas reciente
en donde se describe las caracteristicas clinicas de 2 casos de pacientes con LB ha sido
reportado en el afio 2012 (Alegria et al., 2012), y ha evaluado un total de 114 casos de
linfomas No-Hodgkin en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza entre los afios 2005 y

2009.

Los virus linfotrdpicos, son aquellos que presentan una afinidad (tropismo) hacia
las células linfoides. Se ha planteado el rol de los virus linfotrépicos en la génesis de
linfomas (Beltramino et al., 2005).EI rol de los virus linfotropicos en el desarrollo de
linfomas ha sido establecido hace varios afios, como por ejemplo la asociacion del EBV
con el linfoma de Burkitt y sus variantes (Magrath, 2012; Bornkamm, 2009; Molyneux,

et al. 2012). Asi mismo, el HHV-8 es considerado agente causal del Sarcoma de Kaposi,



y asociado a la Enfermedad de Castleman multicéntrica y Linfoma de Efusién Primario
(Evia, 2012). HTLV-1 es el agente etiolégico de la leucemia/linfoma de células T del
adulto (Medina et al., 2013; Ponce, E., & Asuncidon, 2021); a pesar de infectar a las
células T, el virus ha sido asociado a los Linfomas no Hodgkin de células B (Beltran et

al., 2012).

1.1  Descripciony formulacion del problema

A nivel nacional, existen escasos reportes sobre la prevalencia de virus
linfotrépicos en linfomas. Uno de ellos reporta la infeccién por HTLV-1y EBV en casos
de linfoma B difuso de células grande, y sugieren que ambos podrian promover la
disfuncioén de células Ty B, asi como la sefializacion anti-apoptotica, proliferacion celular,
y favorecer la linfomagénesis (Beltran et al., 2012). Sin embargo, no se ha reportado algun
estudio en el Linfoma de Burkitt. Tomando en consideracion lo mencionado

anteriormente, se deriva la siguiente pregunta:

¢Existe infeccion por virus linfotropicos en pacientes con linfoma de Burkitt del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, afios 2009-2018?

1.2 Antecedentes

Pannone et al. (2014) reportaron la asociacion entre el (EBV) y el desarrollo de LB
en Italia, evaluaron las caracteristicas clinico-patoldgicas de 48 casos de LB entre el 2003
al 2013. Encontraron 40 casos pediatricos (de 3 a 12 afios) y 8 adultos (de 18 a 87 afios).
En el grupo de pacientes pediatricos, la proporcion masculino: femenino (M: F) fue de 4:1,
mientras que en el grupo adultos de 1:1.67. En su estudio la deteccion de EBV se realizo
mediante la expresion de la proteina latente de membrana 1 (LMP1) por

inmunohistoquimica e hibridacion in situ (EBER). LMP-1 se encontrd expresado en 18 de



38 pacientes evaluados, mientras que los analisis de hibridacion in situ demostraron 16
positivos de 26 casos evaluados. En la poblacion adulta, la deteccidn se realizé Unicamente
en 4 casos y solo 1 expres6 LMP-1, este caso en particular era el de un paciente peruano
masculino de 37 afios que present6 ademas la desregulacion del oncogén MYC

(translocacion 8g24) (Pannone et al., 2014).

Stefan y Lutchman (2014) realizaron un estudio epidemiologico en el cual
describieron a 51 pacientes pediatricos de 2 a 14 afios con LB entre los afios 1995 y 2010
en la Unidad de Oncologia del Hospital Tygerberg en la Ciudad del Cabo, Sudafrica
Central. La poblacién estaba conformada por 40 pacientes masculinos y 11 femeninos, en
una proporcion M: F de 3.6 a 1. Ademas, reportaron que la regién mas comun del tumor
primario es la abdominal con un 76.4%, mientras que el 11.7% se presentd en la region
cabeza/cuello (mandibula) y el 3.9% en la region pélvica. Dicho estudio también
determing el estadio de la enfermedad utilizando el sistema de estatificacion de Murphy,
para Linfoma No-Hodgkin (LNH) en poblacion infantil, los estadios mas frecuentes
resultaron ser el 111y 1V. Los autores también determinaron la infeccion por el virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) en 15 pacientes, donde 6 tuvieron un resultado positivo
(11% del total de pacientes) y fueron clasificados como enfermedad por VIH en estadio 4,
segun lo recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Adicionalmente,
mencionan que el 50.9% de los pacientes residia en un entorno urbano y el 47.1% en un

entorno rural.

Los resultados de estas dos investigaciones motivan analizar las mismas variables

en la poblacién peruana.

En 1964, el Virus de Epstein Barr (EBV) fue identificado a partir de una linea

celular derivada a partir de linfoma de Burkitt, mediante el uso de microscopia electronica
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(Bornkamm, 2009). Existen tres variantes o formas de LB: endémica (eLB), esporadica
(sLB) y asociada a la inmunodeficiencia, que se diferencian por sus caracteristicas clinicas
y epidemioldgicas (Stefan y Lutchman, 2014). La presencia constante del virus en
pacientes con eLB de Africa, revelé por primera vez el rol de un virus en la etiologia de
un cancer humano. A partir de ese momento se ha estimado que el EBV se encuentra en
hasta el 95% de células neoplésicas eLB, el cual se presenta generalmente en nifios mas
pequefios con masas tumorales a nivel mandibular y a menudo se extiende al sistema
nervioso central. También se conoce la asociacion del EBV a las otras dos variantes de
linfoma de Burkitt, con la variante esporadica (alrededor del 20%) y con la asociada a la
inmunodeficiencia (40 - 50%). (Stefan y Lutchman, 2014; Kovrigina, 2018) Ademas, el
EBV tipo A (cepa sin delecion de 30 pb en el gen LMP1) se ha asociado con el Linfoma
extranodal de células NK / T, tipo nasal en poblacion latinoamericana (Montes et al.,
2020). Sugieren que EBV podria tener un rol indirecto en el desarrollo del LB, debido a
que las proteinas de latencia que produce podrian inmortalizar los linfocitos B y evitando
su destruccidn por apoptosis, o favoreciendo la aparicion de eventos transformantes en las

células (Schmitz et al., 2014).

En Africa, lugar donde se origina el linfoma de Burkitt endémico (eLB), se reporta
un estudio cuyo objetivo fue investigar el papel de la coinfeccion EBV-HHV-8 en los casos
de eLB en la poblacién pediatrica. En este estudio el HHV-8 se presenta en el 13.3% de
pacientes pediatricos con eLB, los nifios con doble viremia de EBV-HHV8 tenian copias
de ADN de HHV-8 significativamente mas bajas en comparacion con los nifios sin ADN
de EBV detectable, se propuso un modelo de interaccion de convergencia que respalda la
supresion de la reactivacion viral cruzada, pues el EBV parece suprimir la reactivacion de
HHV-8, pues la observacion sugiere que, durante la replicacion viral, las respuestas

mediadas por células, pero no por anticuerpos, juegan un papel importante en el control de

11
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las infecciones persistentes por gammaherpesvirus (Oluoch et al., 2020). Estos resultados
muestran la asociacion de la coinfeccion del EBV-HHV8 con el linfoma de Burkitt, que

serd uno de los objetivos de esta investigacion en la poblacion peruana.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
-Determinar la presencia de infeccidn por virus linfotropicos pacientes con Linfoma
de Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas durante el 2009-

2018.

1.3.2 Objetivos especificos
-Describir las caracteristicas epidemioldgicas, patologicas de los pacientes
diagnosticados con Linfoma de Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplésicas durante el 2009-2018.

- Determinar la infeccion de EBV, HTLV-1 y HHV-8 mediante la estandarizacion y
validacion de un protocolo de PCR convencional en pacientes con diagnéstico de Linfoma de

Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas durante el 2009-2018.

1.4 Justificacion
De acuerdo al reporte de GLOBOCAN (2018), la incidencia y mortalidad de Linfoma

No Hodgkin (LNH) en el Pert es de 5% y 4%, respectivamente. Ademas, se ha registrado que
entre los afios 2013 y 2015 el LNH fue la sexta causa de muerte por cancer en Lima

Metropolitana (Payet Meza et al., 2021). Existen alrededor de 30 subtipos de LNH, de los
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cuales alrededor de 90% pertenecen al grupo de linfomas y procesos linfoproliferativos de

células B donde se encuentra situado el Linfoma de Burkitt.

Hasta el momento, diferentes estudios internacionales han reportado la asociacion de
diferentes virus con los linfomas humanos, asi como la potencial participacion de sus genes
virales en el proceso neoplasico, No obstante, a nivel nacional existen escasos reportes
similares, uno de ellos es el de Beltran et al. quienes en el 2012 determinaron la asociacion de
HTLV-1y EBV con el linfoma difuso de células grande B. Sin embargo, no se ha reportado en
el linfoma de Burkitt. EBV se encuentra presente en el 90% de la poblacion mundial y, ademas,
se ha asociado en la poblacién peruana con el 10% de cancer gastrico (Heslop, 2005;
Chumpitaz, 2018). HTLV-1 es un virus endémico para el Pert (Gotuzzo et al., 2004), puesto
que entre el 2% y 10% de la poblacion adulta se encuentra infectada, y la infeccién por el HHV-
8 es hiperendémica en donantes de sangre peruanos (56.25%) (Mohanna et al., 2007). Por estas
razones, es necesario determinar la infeccion por virus linfotrépicos en el Linfoma de Burkitt

de la poblacion peruana.

1.5 Hipotesis
Existe infeccion por virus linfotropicos en pacientes con Linfoma de Burkitt del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, afios 2009-2018.
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1. MARCO TEORICO

2.1 Linfoma de Burkitt
El Linfoma de Burkitt (LB) es un subtipo de LNH, y es considerado una neoplasia de
células B provenientes del centro germinal y con una alta tasa de proliferacion (Molyneux et

al., 2012; Plata S et al., 2018).

2.1.1 Epidemiologia
Existen tres variantes o formas de LB: endémica (eLB), esporadica (sLB) y asociada a
la inmunodeficiencia, que se diferencian por sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas

(Stefan y Lutchman, 2014).

A. Linfoma de Burkitt endémico. eLB representa del 30 al 50% de todos los
canceres infantiles en Africa ecuatorial con una incidencia estimada de 3 a 6 casos por
100.000 nifios por afio. (Magrath, 2012; Stefan y Lutchman, 2014) La incidencia maxima

ocurre en nifios de 4 a 7 afios (Pone et al., 2014).

Epidemioldgicamente, el LB es originario de Africa Ecuatorial y Nueva Guinea,
regiones paludicas holoendémicas (donde esencialmente toda la poblacion padece la
enfermedad) por lo cual se describe que la variante endémica presenta una incidencia del 95%
del EBV y a la vez coincide con la distribucion geogréafica de la malaria endémica (Plasmodium
falciparum), Generalmente, se encuentra asociada a la region mandibular y en muchas

ocasiones con diseminacién al sistema nervioso central y/o médula 6sea (Magrath, 2012).

B. Linfoma de Burkitt esporadico. El sLB se diagnostica en paises desarrollados, es

la tercera neoplasia linfoide infantil comun en nifios menores de 15 afios en Europa y América
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del Norte. En Estados Unidos presenta una incidencia anual de 2.5 casos por millén de personas
(Mbulaiteye et al., 2009). La incidencia maxima durante la edad pediéatrica ocurre en nifios de
11 afios, mientras en adultos, se observa en pacientes menores de 35 afios, con una mediana de
edad en el momento del diagnéstico de 30 afios (Pannone et al., 2014). sLB presenta una
asociacion del 20% con el EBV (Bornkamm, 2009). Se encuentran representados por masas
intraabdominales y los tumores de la mandibula son raros en la variante esporédica (Pannone

etal., 2014).

C. Linfoma de Burkitt asociado al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
La variante de LB asociada a inmunodeficiencia se encuentra frecuentemente en pacientes
infectados con el VIH y en menor frecuencia con otras causas de inmunodeficiencia, como en
pacientes post-trasplante o aquellos con terapia inmunosupresora. Esta variante afecta
principalmente a los ganglios linfaticos periféricos y a la médula 6sea (Molyneux et al., 2012).
Casi la mitad de los pacientes (40 - 50%) de LB asociado al VIH son positivos para el EBV

(Stefan y Lutchman, 2014).

2.1.2 Histopatologia

El linfoma de Burkitt, presenta células neoplasicas uniformes y de tamafio pequefio a
mediano con nucleos redondos, similares 0 mas pequefios a los de los histiocitos, y nucléolos
maultiples, el citoplasma es profundamente baséfilo, moderadamente abundante; puede mostrar
una ligera retraccion después de la fijacién con formalina y contiene vacuolas lipidicas.
Ademas, las células neoplasicas muestran un patron de crecimiento mondétono difuso, un
recuento mitdtico elevado y una fraccion apoptotica elevada. Hay numerosos macréfagos
corporales hormigueantes mezclados, que fagocitan abundantes desechos apoptéticos y crean

un patrén de “cielo estrellado” (Pannone et al., 2014).
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2.1.3 Inmunofenotipo

Independientemente del subtipo o variante de LB, en todos los casos sus celulas
expresan inmunoglobulina M (IgM) de superficie monotipica; antigeno de células B, por
ejemplo; cluster de diferenciacion 10, 19,20, 22 y 79a (CD10, CD19 CD20, CD22 y CD79a),
y la proteina 6 del Linfoma de células B (Bcl-6), pero es negativo para CD5, CD23, CD138,
transferasa desoxirribonucleotidica terminal (Tdt) y la proteina 2 del Linfoma de células B
(Bcl2), en este Gltimo se muestra débilmente positivo en casi el 20% de los casos, generalmente
pacientes adultos (McClure et al., 2005; Pannone et al., 2014). Generalmente, presentan un alto
indice de crecimiento (>95%), evidenciado mediante el marcador inmunohistoquimico Ki-67
(Aldoss et al., 2008). Se puede diferenciar por sus caracteristicas fenotipicas y moleculares, asi
como por un indice de proliferacion mas alto en comparacion a lo que se observa generalmente

en LDCBG (Braziel et al., 2001).

2.1.4 Genética

La desregulacion de la expresion del gen MYC juega un rol clave a nivel molecular en
el desarrollo del Linfoma de Burkitt, se encuentra asociada a una translocacion reciproca
t(8:14) que se produce entre el oncogén MYC y el gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina H (IgH), y se encuentra en aproximadamente en casi todos los casos de LB.
(S. M. Smith et al., 2010). A la vez se han reportado translocaciones t (2; 8) o t (8; 22), que
involucran cadenas ligeras kappa y lambda, respectivamente, sin embargo, son menos comunes

(Grimm y O’Malley, 2019).

C-MYC codifica una transcripcion basica de hélice-bucle-hélice (bHLH) factor que se
une al ADN de una manera especifica de secuencia. C-MYC es considerado como un
protooncogén debido a que promueve un crecimiento celular descontrolado de las células

cancerosas, pero en un contexto normal el gen codifica un factor de transcripcion que participa
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en diferentes procesos, como la proliferacion, crecimiento y diferenciacion celular, asi como

en la apoptosis (Hecht y Aster, 2000).

En la 42 edicion de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de
los tumores de los tejidos hematopoyéticos y linfoide, proponen una entidad provisional
allinfoma tipo Burkitt con aberracion 11q, se identifica como casos que histolégicamente y
inmunofenotipicamente se asemeja al linfoma de Burkitt, pero carece de la caracteristica del
reordenamiento de C-MYC y en su lugar muestran un cariotipo complejo que incluye
aberraciones de 11g (Grimm y O’Malley, 2019; Kovrigina, 2018). Sin embargo, en la 5.2
edicion de la Clasificacion de la OMS de tumores hematolinfoides: neoplasias linfoides, el
linfoma tipo Burkitt con aberracion 11q esta incluido como una variante del linfoma de células

B grandes (Alaggio et al., 2022)

Entre los linfomas de Burkitt, MY C se expresa en todas las variantes del LB (endémico,
esporadico y relacionado con la inmunodeficiencia), y generalmente ocurre como resultado de
translocaciones equilibradas, como se discutio en detalle anteriormente. La presencia del
marcador C-myc es fundamental para el diagndstico, pero no es especifico para el linfoma de
Burkitt, debido a que también se encuentra asociado con el linfoma difuso de células grandes
B (LDCGB), Linfoma Folicular (FL), linfoma de células del manto, células T linfoma, linfoma

plasmabléastico y leucemia linfocitica cronica (S. M. Smith et al., 2010).

2.1.5 Caracteristicas clinicas y pronostico

El estadio clinico representa un factor pronéstico, que es estadisticamente significativo
y se realiza utilizando el sistema de estadificacion de Ann Arbor 0, mas a menudo, el sistema
de estadificacion de St Jude / Murphy (Pannone et al., 2014). El estadio | de Ann Arbor es la
afectacion de una Unica region ganglionar (1) y cuando involucra a un sitio extraganglionar se

afiade E (I-E). El estadio Il, es la afectacion de dos 0 mas regiones ganglionares en el mismo
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lado del diafragma (I1); el estadio 111, cuando hay afectacion de regiones linfaticas ganglionares
a ambos lados del diafragma (Ill), que pueden estar acompafiadas por afectacion
extraganglionar (I11-E) o esplénica (I11-S) o de ambas (111-ES), y estadio 1V, si la afectacion es
difusa o diseminada de uno o més dérganos extraganglionares distantes, con o sin afectacion
asociada de los ganglios linfaticos, por ejemplo: higado, médula 6sea, pulmoén (Manuel Pérez-
Zufiiga et al., 2018; Valiero, 2013). Se estima que el 30% de los pacientes presentan
enfermedad en estadio limitado (I o II), mientras que el 70% presenta enfermedad diseminada
(estadio 111 o 1V). Los pacientes suelen presentar una enfermedad voluminosa, una alta carga
tumoral debido a su breve tiempo de duplicacion y un alto riesgo de diseminacién al sistema
nervioso central (SNC) y la médula dsea. El linfoma de Burkitt, histéricamente se clasifico
como un linfoma de células pequefias no hendidas en pacientes con un tumor sélido o una masa
ganglionar y una minoria de pacientes presenta enfermedad leucémica, previamente clasificada

como Leucemia Linfocitica Aguda (Blum et al., 2004).

Los linfomas de Burkitt esporadicos y asociados a inmunodeficiencia no comparten la
sensibilidad exquisita de los linfomas de Burkitt endémicos a la quimioterapia, por lo que se
considera que el pronostico ha sido malo, particularmente entre los pacientes adultos. Existen
ciertos factores clinicos asociados con un peor resultado en adultos y nifios, como, por ejemplo,
edad avanzada; un peor prondstico se asocia con la edad mayor de 15 afios en pacientes
pediatricos, estadio avanzado, estado funcional deficiente, enfermedad voluminosa, lactato
deshidrogenasa (LDH) alta y afectacion del sistema nervioso central o de la médula 6sea. Por
otro lado, un buen prondstico se asocia con enfermedad abdominal resecable (Pannone et al.,

2014).

2.2 Virus linfotrépicos
Los virus linfotrdpicos, son aquellos que presentan una afinidad (tropismo) hacia las

células linfoides. Se ha planteado el rol de los virus linfotropicos como agentes etiolégicos en
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el desarrollo de LNH, siendo los mas representativos el virus de Epstein—Barr (EBV), el
Herpesvirus Humano tipo 8 (HHV-8), y el virus Linfotropico Humano de células T—tipo 1

(HTLV-1) (Beltramino et al., 2005).

2.2.1 Virus Epstein Barr (EBV)

En 1958 el EBV fue descrito por primera vez en Africa a partir de masas tumorales
del linfoma de Burkitt y en 1964 el EBV fue aislado a partir de un cultivo de células del
LB mediante microscopia electronica, dando a entender la asociacion del virus con la
neoplasia (Epstein et al., 1967). Afios mas adelante, se demostré que EBV es considerado
como el agente causal de la enfermedad de la mononucleosis infecciosa. Estudios
posteriores han demostrado que el EBV esta asociado con una variedad de tumores
humanos, incluidas las neoplasias malignas de células B como la enfermedad de Hodgkin
y la enfermedad linfoproliferativa que surge en pacientes inmunosuprimidos, algunos
linfomas de células T y tumores epiteliales como el cancer gastrico. Todos estos tumores
se caracterizan por la presencia de maltiples copias extracromosémicas del genoma viral
circular en las células tumorales y la expresion de los genes latentes codificados por EBV,

que parecen contribuir al fenotipo maligno (Young y Rickinson, 2004).

2.2.1.1 Biologia y estructura del EBV
El EBV o también conocido como Herpesvirus Humano 4 (HHV-4), segun la
nomenclatura tradicional para los herpevirus, pertenece al género Lymphocryptoviridae,
subfamilia Gammaherpesvirinae subtipo gamma 1; y es caracterizado por un tropismo
hacia los linfocitos B y por su capacidad de transformarlos (Young y Rickinson, 2004).
El EBV es un virus con ADN lineal de aproximadamente 172 kb, que codifica

aproximadamente 100 proteinas virales (Terranova et al., 2020).
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2.2.1.2 Mecanismo y fases de la infeccion del EBV

La entrada del virus a las células B requiere del proceso de endocitosis antes de la fusion
de la membrana para escapar de la endosoma. La envoltura de virion EBV presenta las
glicoproteinas gp350 y gp220 que se unen al receptor del complemento tipo 2 (CD21) de las
celulas B (Tanner et al., 1996) y recientemente se ha identificado la capacidad de una segunda
cepa del virus, EBV tipo 2, para infectar células T periféricas maduras. (N. A. Smith et al.,
2020). Tras la fijacion del virus a las células B, una segunda molécula, gp42, es escindido en
su dominio transmembrana, generando una proteina soluble (parte de un complejo trimolecular
con las proteinas de fusion gp85 / gp25 y gpl110) que se une con su receptor, el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad clase 1l (MHC-II), siendo este un paso determinante para la

entrada del virus a las células B (Li et al., 1997; Plata et al., 2018)

Uno de los mecanismos de infeccion de células epiteliales, es a través de una ronda
intermedia de replicacion en las células B, para que luego el virus pueda acceder a sus objetivos
epiteliales permisivos. Por otro lado, otro mecanismo estudiado demuestra que después de la
union del EBV a las células B primarias, la mayoria de los viriones permanece en la superficie
de las células B y desde alli pueden transferirse eficientemente a las células epiteliales
negativas para CD21, aumentando la infeccion epitelial. Esta transferencia se asocia con la
formacion de conjugados epiteliales de células B con complejos gp350 / CD21 enfocados en
la sinapsis intercelular; la transferencia involucra las glicoproteinas virales gp85 y gp110, pero

es independiente de gp42 (Shannon-Lowe et al., 2006).

En su ciclo litico, la mayoria de las proteinas virales se expresan, pero la respuesta
inmune del huésped las mantiene bajo control. El ciclo litico suele ocurrir durante la
primoinfeccion o la reactivacion de la infeccidn y se caracteriza por la expresion de todos los
marcos de lectura abiertos del genoma viral. Durante esta fase, el material genético es

transportado al nucleo y se replica gracias a la ADN polimerasa viral (Plata et al., 2018).



Existen tres tipos de productos génicos liticos:

Los genes inmediatos BZLF1 y BRLF1, codifican para Zta y Rta, respectivamente.
Son los responsables del cambio del ciclo de latencia al ciclo litico, su activacion
desencadena una cascada de eventos que conllevan a la expresion secuencial de
proteinas virales tempranas y tardias del ciclo litico (Lorenzetti, 2012; Nakayama

et al., 2009; Plata et al., 2018).

La transcripcion de los genes tempranos es inducida por los transactivadores
inmediatos, lo cual lleva a la produccion de diversas enzimas, que en su mayoria
participan en el proceso de replicacién viral (Lorenzetti, 2012; Plata et al., 2018;
Rivailler et al., 2002). Uno de estos genes es BHRF1 codifica una proteina
homologa al protooncogén humano Bcl-2 linfocitario, que se encarga de prevenir
la muerte celular por apoptosis en la fase litica, estabilizando el potencial de la

membrana mitocondrial (Desbien et al., 2009).

Los productos génicos tardios codifican proteinas requeridas para el ensamblaje,
maduracion y liberacion del virus del ciclo litico (Aubry et al., 2014). Un gen tardio
importante para la evasion de la respuesta inmune del hospedador es BCRF1, que
codifica a una proteina homologa a la IL-10 humana, capaz de inhibir la funcion
de las células T, la activacion de macréfagos, la sintesis de IFN-y, y de interferir

con la lisis mediada por células NK (Hsu et al., 1990; Plata et al., 2018).

En cuanto al ciclo de latencia, hasta el momento se conocen 3 tipos de latencia en funcion

del patron de expresion génica:
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La latencia tipo I, en la que se expresa el antigeno nuclear de Epstein-Barr |
(EBNA-1), se le atribuye su funcién durante la replicacion, asi como el
mantenimiento del episoma y dos pequefios ARN poliadenilados (EBER), se
encuentran en alta concentracion (hasta 107 copias por célula) (Howe y Steitz,
1986), generalmente este tipo de latencia se asocia con el Linfoma de Burkitt y el

linfoma de células B grande difuso (Medina-Ortega et al., 2017).

La latencia tipo 11, el virus expresa EBNA-1, EBER y las proteinas de membrana
latente (LMP), LMP-1, proteina integrada en la membrana plasmatica
considerada como oncoproteina por su capacidad de transformar a las células B y
epiteliales al reducir la respuesta a las sefiales de diferenciacién normal e
incrementando su capacidad invasiva en la matriz coldgena (Dantuma y Masucci,
2003; Middeldorp et al., 2003;Santiago Puertas, 2010).

LMP-2A y LMP-2B, son codificados por dos ARN mensajeros diferentes, pero
transcriptos a partir del mismo gen. Las estructuras de LMP2A y LMP2B son
similares; ambos tienen 12 dominios transmembrana y un extremo C citoplasmico
de 27 aminoacidos; ademdas, LMP2A tiene un dominio amino terminal
citoplasmico (Longnecker, 2000; Lorenzetti, 2012).Contiene un inmunoreceptor
activador de tirosina similar al de la célula B (BCR) para la supervivencia celular
mas no para la proliferacion (Fruehling y Longnecker, 1997) LMP-2B esta
involucrada de la regulacién de LMP-2A (Rechsteiner et al., 2008). Este patrén
de latencia tipo Il se ha asociado con el linfoma de Hodgkin, los Linfoma No-
Hodgkin de células T/NK y con el carcinoma nasofaringeo (Medina-Ortega et al.,

2017).
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e La latencia tipo Il da como resultado la expresion de todo el repertorio de EBV,
incluidos EBNA, EBER y LMP, y se observa en personas inmunocomprometidas
que sufren trastornos linfoproliferativos posteriores al trasplante y trastornos

linfoproliferativos asociados con el VIH/SIDA (Medina-Ortega et al., 2017).

2.2.1.3 Epidemiologia de la infeccion del EBV

Se estima que en paises en vias de desarrollo mas del 90 % de los nifios se infectan con
EBV (generalmente ocurre durante la primera infancia y es asintomaética.); mientras que, en
paises desarrollados, la infeccion primaria se presenta en mas del 50 % de los casos a edades
maés tardias (adolescencia y adultez) (Medina-Ortega et al., 2017). Cuando ocurre en la
adolescencia 0 mas tarde, puede asociarse con el sindrome clinico de la mononucleosis
infecciosa, dicha enfermedad suele durar unos dias, aunque la recuperacién completa puede
Ilevar varias semanas. Las manifestaciones clinicas tipicas son fiebre, faringitis, linfadenopatia
y fatiga (Vetsika y Callan, 2004). El mecanismo de transmision del EBV se lleva a cabo por

la saliva, la sangre, el contacto sexual, los trasplantes o de manera vertical.

2.2.2 Virus del Sarcoma de Kapossi (HHV-8)

El virus del herpes humano 8 (HHV-8) es la causa infecciosa relacionada sarcoma
de Kaposi (KS) y otras enfermedades proliferativas, como por ejemplo; linfoma de efusion
primaria y enfermedad multicéntrica de Castleman (Martinez Rodriguez y Kouri Cardell3,

2008; Rohner et al., 2014).

2.2.2.1 Biologia y estructura del HHV-8
El HHV-8, es un herpesvirus de la subfamilia Gammaherpesvirinae y es

considerado como el Unico Radinovirus humano identificado hasta la actualidad (Martinez



Rodriguez y Kouri Cardellad, 2008). Es un virus envuelto, que presenta un arreglo
icosaédrico en la capside, con un diametro aproximado de 110nm. Su genoma est& formado
por una molécula de ADN de doble cadena de 160 a 170 kb, formado por una region dnica
grande en la que se han identificado hasta el momento 100 marcos de lectura abiertos

(Martinez Rodriguez y Kouri Cardella, 2008; Pyakurel et al., 2007).

2.2.2.2 Mecanismo y fases de la infeccion del HHV-8

HHV-8, infecta a células endoteliales, linfocitos T y, principalmente, linfocitos B.
En las lesiones del sarcoma de Kaposi se observa proliferacion de células endoteliales,
angiogenesis que estaria inducida por citocinas y factores de crecimiento (Gabriel et al.,
2019). EI ADN de HHV-8 se detecta en celulas B de los tipos CD19+/CD20+ y CD14+y,
con menor frecuencia, en células endoteliales CD34+ de derrames pleurales asociados al
SK, se conoce que en los pacientes inmunocompetentes infectados, dicha deteccion es méas
dificil e infrecuente (Ortiz De Lejarazu et al., 2004). Persisten en sus huéspedes por medio
de una combinacion de replicacion litica limitada y células infectadas de manera latente,
desde las que el virus, puede reactivarse periodicamente para asegurar la transmision y el
mantenimiento del santuario de latencia (Martinez Rodriguez & Kouri Cardella, 2008;
Ortiz De Lejarazu et al., 2004).

El HHV-8 presenta ADN circular durante la infeccion latente y lineal durante la

fase litica (Ortiz De Lejarazu et al., 2004).

e El HHV-8 puede permanecer en fase latente como una estructura episémica
nuclear, en algunas células se encuentra en niveles indetectables, como, por
ejemplo; en los linfocitos B y monocitos circulantes que sirven de reservorio para
el virus generalmente se encuentra en forma latente (Martinez Rodriguez y Kouri

Cardella, 2008; Ortiz De Lejarazu et al., 2004). Los genes especificos virales
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latentes bien demostrados en pacientes con sarcoma de kapossi infectados por
HHV-8 son el antigeno nuclear latente (LANA-1), la ciclina viral (v-ciclina), la v-
FLIP y la kaposina, una pequefia proteina de membrana de utilidad como
herramienta de diagnostico debido a la abundante transcripcion y expresion
(Martinez Rodriguez y Kouri Cardelld, 2008; Ortiz De Lejarazu et al., 2004;

Pyakurel et al., 2007)

e Lafase litica del virus puede llevarse a cabo en el 10 a 15% de las células infectadas
como, por ejemplo; en las células de sangre periférica, en las células de los tejidos
de sarcoma de Kaposi, asi como, los monocitos circulantes pueden llevar el virus
a los tejidos y, después de la exposicion a las citoquinas proinflamatorias, pasan al
proceso de infeccion litica y transmiten el virus a otras células (Martinez Rodriguez
y Kouri Cardella, 2008; Ortiz De Lejarazu et al., 2004).

Los genes virales comunes que se encuentran durante la expresion litica incluyen
la proteina transmembrana K1, v-GCR, v-IRF, v-IL-6 y v-MIP (Pyakurel et al.,

2007; Schulz, 2000).

2.2.2.3 Epidemiologia de la infeccion del HHV-8

Segln los estudios de seroprevalencia de HHV-8, existe una variacion entre
diferentes regiones geograficas y subpoblaciones. En Uganda, pais donde el sarcoma de
Kaposi es endémico, se han reportado tasas de seroprevalencia del HHV-8 del 50% para
la poblacién general (Biryahwaho et al., 2010; Rohner et al., 2014) . Por otro lado, se ha

reportado tasas de seroprevalencia del 6% o menos para los EE. UU (Engels et al., 2007).

En Perq, se ha determinado la seroprevalencia del 56%, por lo cual indican que la
infeccion por HHV-8 es hiperendémica en los donantes de sangre peruanos (Mohanna et

al., 2007).
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El mecanismo de infeccidn viral se lleva a cabo por transmision sexual en varones
homosexuales y bisexuales, donde los mayores factores de riego para adquirir el virus son:
la coinfeccion del VIH y mdltiples parejas sexuales. Por otro lado, se ha reportado la
infeccion viral se puede llevar a cabo de manera no sexual, por via vertical, registrandose
el contacto de persona a persona, por ejemplo, por saliva, por transfusion sanguinea y

también el uso compartido de drogas intravenosas (Roberto y Evia, 2012).

2.2.3 Virus linfotropico de células T humanas (HTLV-1)

El virus linfotropico de células T del humano (HTLV) es considerado como el
primer retrovirus asociado aenfermedad en humanos en ser descubierto, aislado por
primera vez en 1979 por Poiesz y colaboradores en una linea de células T derivada de un
paciente con linfoma cutaneo de células T, (Poiesz et al., 1980) y posteriormente en 1981,
Yoshida y colaboradores (1982) detectaron al virus en un paciente con leucemia de células

T del adulto.

2.2.3.1 Biologia y estructura del HTLV-1

HTLV-1 es un retrovirus que se encuentra en el género Deltaretrovirus, en la
subfamilia Orthoretrovirinae (Vasquez T., 2003) y cuenta con una estructura redondeada,
envuelta por una bicapa proteolipidica (Rivera-Caldén et al., 2017). Presenta una capside
con forma icosaedrica y su nucleocapside tiene aproximadamente 100 nm de diametro;
que contiene integrasas, transcriptasa inversa y proteasas. HTLV-1 tiene su genoma
compuesto por dos cadenas simples de ARN con polaridad positiva, formadas por
aproximadamente 9032 nucle6tidos, que incluyen genes como gag, pro, pol y env, que
codifican para diversas proteinas esenciales para el funcionamiento viral (Rivera-Caldon

etal., 2017).

2.2.3.2 Mecanismo y fases de la infeccion del HTLV-1
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HTLV-1 infecta una amplia variedad de células, como linfocitos, monocitos y
fibroblastos. (Afonso et al., 2019) HTLV-1 se transmite a través del contacto célula-célula
con incubacién a largo plazo (lgakura et al., 2003). La entrada de HTLV-1 a las células,
depende de las interacciones, como, por ejemplo; la envoltura viral del HTLV-1 interactla
inicialmente con los proteoglicanos de sulfato de heparina, seguido de la formacion de un
complejo con neuropilina-1 y el transportador de glucosa-1, lo que da como resultado la

fusion (Jones et al., 2005; Mohanty y Harhaj, 2020).

o La oncoproteina TAX de HTLV-1, es considerada una de las méas relevantes,
debido a que desempefia funciones claves en la persistencia y latencia viral, pues
interactta con las proteinas celulares del huésped para poder regular la expresion de genes
virales y también promueve la activacion de las vias de sefializacion como NF-kB y asi
impulsar la proliferacion clonal y la supervivencia de las células T portadoras del provirus
HTLV-1. Se describe que en las células cancerosas, existe una pérdida de equilibrio entre
la division celular y la muerte celular debido a vias de sefializacion desreguladas (Mohanty
y Harhaj, 2020).

o Se considera que HTLV-1 casi siempre se encuentra dentro de las células
hospederas humanas, siendo un motivo por el cual la carga viral del HTLV-1 en plasma es
indetectable; no obstante; la carga proviral es considerada la proporciéon de células
mononucleares de sangre periférica contiene el ADN del HTLV-1 (Gotuzzo Herencia et

al., 2010; Rivera-Caldén et al., 2017).
2.2.3.3 Epidemiologia de la infeccién del HTLV-1

HTLV-1 es endémico en Japdn, el sur de los Estados Unidos, el centro de Australia,
el Caribe, Jamaica, América del Sur y Africa ecuatorial. Se considera que alrededor de 5

a 10 millones de personas estan infectadas con HTLV-1 en todo el mundo. Aunque la
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mayoria de las personas infectadas son asintomaticas (portadoras), HTLV-1 es causante
de enfermedades relacionadas después de una infeccidn latente persistente, como leucemia
de células T adultas, mielopatia/paraparesia espéstica tropical asociada a HTLV-1 y uveitis

en humanos (Tezuka et al., 2020).

El principal mecanismo de transmision de HTLV-1 se lleva a cabo de manera
vertical (Uchuya Trocones, R. R., y Zavaleta Carranza, 2022), a través de la leche materna.
También se reporta la transmision por las relaciones sexuales y las transfusiones
sanguineas (Gotuzzo et al., 2004). Segun estudios japoneses, resaltan que los portadores
de HTLV-1 que presentan la infeccion durante la infancia es considerado como un factor

de riesgo potencial para el desarrollo de la leucemia de células T adultas (Hino, 2011).
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I1l. METODO

3.1 Tipo de Investigacion

Estudio descriptivo, observacional de una serie de casos retrospectivos.

3.2 Ambito temporal y espacial
El desarrollo de la investigacion se realizd en el Laboratorio de Biologia Molecular
del Banco de Tejidos Tumorales del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de

Enfermedades Neoplasicas durante el periodo 2020-2021.

3.3 Variables

Tabla 1

Variables de estudio

L, S . Escala
Variable Definicion Def|n|_C|on Tlp_os de de vValores finales Instrum_eni[o
conceptual operacional variables s de medicion
medicion

"Sr#lg:;go dje Se considera al Ficha de

Linfoma de Burkitt - subtipo de Linfoma de Cualitativa Nominal - recoleccion
afectaa las .
células B. células B. de datos

Se considera la

Infeccion de infeccion por EBV a 1. presencia
Deteccion de EBV  células por PO Cualitativa Nominal P . termociclador
la presencia en el 2. ausencia
EBV . .
tejido en parafina
Infeccion de Se considera la
Deteccién de ) infeccion por HTLV-1 I . 1. presencia .
células por . Cualitativa Nominal . termociclador
HTLV-1 a la presencia en el 2. ausencia
HTLV-1 " .
tejido en parafina
Infeccion de Se considera la
Deteccién de HHV- . infeccion por HHV-8 o . 1. presencia .
células por . Cualitativa Nominal . termociclador
8 a la presencia en el 2. ausencia
HHV-8 - .
tejido en parafina
Edad en afios
que tiene el . Ficha de
Edad paciente al Registro de laedad en , \niitativo Derazon  0-90afios  recoleccion
afios
momento del de datos

diagnostico.
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antigenos en
una muestra
de tejido.

Condicion
organica que . Ficha de
. . . o . 1. masculino -7
Sexo diferencia al Registro del sexo Cualitativa nominal : recoleccion
2. femenino
hombre y de datos
mujer
Lugar de Registro del Ficha de
Lugar de nacimiento  nacimiento departamento de Cualitativa nominal Departamentos recoleccion
del paciente nacimiento del Peru de datos
Lugar de Registro del Ficha de
lugar de residencia  vivienda del departamento de Cualitativa nominal Departamentos recoleccion
paciente procedencia del Pert de datos
1. cabezay
Is_eugzngr?gﬁz cuello, 2. Ficha de
Localizacion tumoral > ~.~. Lugar del cancer Cualitativa nominal abdominal, 3.  recoleccion
inicialmente .
. torax, 4. de datos
el linfoma S
inguinal
de?;:élc?zeel Se considera el estadio 1121031 Ficha de
Estadio clinico _grado de Ann Arbor (en Cualitativa ordinal = 77" recoleccion
diseminacion . 4.1V
nUmero romanos) de datos
del tumor
Compromiso
nodal aquella que
Extension de afecta al tejido Ficha de
. o _— . 1. nodal -
compromiso nodal la linfoide, y enfermedad Cualitativa nominal recoleccion
. 2. Extranodal
enfermedad extranodal a cualquier de datos
otro compromiso fuera
de estas localizaciones
Reaccion de
anticuerpos a
fin de .
. . . Ficha de
Marcadores determinar si  CD20, CD3, BLCS6, I . 1. reactivo -
. . . . Cualitativa nominal . recoleccion
inmunohistoquimicos  hay ciertos BCL2, CMYC 2. no reactivo de datos

3.4 Poblaciéon y muestra

La base de datos estuvo constituida por una poblacion de 85 pacientes con diagnéstico

anatomopatologico de linfoma de Burkitt del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

del periodo 2009-2018. La muestra estuvo conformada por 20 bloques de tejido parafinado

obtenidas del archivo de INEN.

3.5 Instrumentos

e Microscopio éptico de campo claro
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e Espectrofotometro UV-VIS (Nanodrop 2000c)
e Termociclador (Biorad CFX96)

Reactivos

e Kit de Extraccidén de ADN a partir de muestras parafinadas (kit blackPREP FFPE
Analityc Jena)
e Master Mix (GoTag® Colorless Master Mix- Promega Corporation)
e Etanol absoluto (Merck)
e Agua Ultra Pura (Invitrogen)
e TAE 10X (Invitrogen)
e Agarosa (Invitrogen)
e Colorante de acidos nucleicos (SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher

Scientific)

3.6 Procedimientos

A. Generacion de la base de datos. Se recolect6 en una base de datos las
caracteristicas epidemioldgicas, patoldgicas de pacientes con diagnostico de Linfoma de
Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas, durante el periodo

2009-2018. (Anexo 1)

- Caracteristicas epidemioldgicas: la edad (al momento del diagnostico), sexo, lugar de

nacimiento, lugar de procedencia.

Caracteristicas patologicas: la localizacion del tumor y si este presenta compromiso nodal,
estadio clinico segun clasificacion Ann Arbor y los marcadores inmunohistoquimicos CD20,
CD3, BI-6, CD10, Tdt y Ki-67. Adicionalmente, se considerard el marcador
inmunohistoquimico c-Myc, utilizado en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas a

partir del 2014
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B. Seleccidn de los cebadores. Para determinar la calidad de la extraccion de ADN y

ausencia de inhibidores, se utilizaron los cebadores para la amplificacion del gen constitutivo

humano ACTG. Para la determinacion de cada uno de los virus, se utilizaron los cebadores

especificos previamente reportados utilizando los siguientes genes diana: EBNA-1 y BHRF1

para EBV, el gen TAX para HTLV-1y ORF73 para HHV-8, pero con diferente protocolo y

reactivos (Tabla 2), por lo que fue necesaria la siguiente etapa.

Tabla 2

Secuencias de los genes virales

Virus gen sentido Secuencia Producto Referencia
Forward GCCGGTGTGTTCGTATATGG .
EBNA-1 213 pb (Brink et al., 1998)
EBY Reserve CAAAACCTCAGCAAATATATGAG
Forward GGAGATACTGTTAGCCCTG .
BHRE1 W 208 pb (Jourdan et al.,
Reserve GTGTGTTATAAATCTGTTCCAAG 2012)
Forward GGTGATGTTCTGAGTACATAGCG .
HHV-8 ORF73 143 pb (Moens et al,
Reserve CCGAGGACGAAATGGAAGTG 2009)
Forward CTCCTTCCCCACCCAGAGA .
HTLV-1 TAX W 148 pb (Lallemand et al.,
Reserve GGGTGGGTTCCATGTATCCATT 2000)

C. Verificacion del diagnostico y seleccion del tejido tumoral. Se colectaron los

bloques de parafina de pacientes con linfoma de Burkitt (biopsias y piezas operatorias) desde

el 2009 al 2018, del archivo de patologia del INEN. Para la verificacion del diagnostico se

realizaron cortes de 3 um en el micr6tomo, y se fijaron en laminas porta objetos de vidrio.

Luego, se realizo una tincion de Hematoxilina-Eosina. Las muestras fueron revisadas por el

médico patologo del INEN y se seleccionaron aquellas con porcentaje no menor a 70% de

células neoplésicas.
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D. Estandarizacion de la PCR convencional para la deteccion de genes virales. Para
la estandarizacion de la PCR convencional se uso el kit comercial GoTag® Colorless Master
Mix (Promega Corporation) que sugiere el programa de amplificacion: una denaturacion
inicial a 95°C por 2 minutos, una denaturacion posterior entre 30 y 60 segundos. Sugiere
optimizar las condiciones de hibridacion realizando la reaccion comenzando aproximadamente
5°C por debajo de la temperatura de fusién calculada de los cebadores y aumentando la
temperatura en incrementos de 1°C hasta la temperatura de hibridacion. Una extension entre

72-74°C y una extension final por 5 minutos.

Se us6 como control positivo ADN a partir de muestras clinicas infectadas confirmadas
previamente por ensayo de hibridacién in situ y ensayos serolégicos. Como control negativo

se us6 ADN humano sin infeccion. Como blanco se us6 agua libre de nucleasas.

e Temperatura de hibridacion. - Se realizd6 una PCR de gradiente de
temperaturas para determinar la temperatura 6ptima de hibridacion de cada

par de cebadores.

e Concentracién de cebadores. - Se evalud las siguientes concentraciones
100nM, 150nM, 200nM y 250nM para cada par de cebadores.
Concentracién de ADN. — Tomando en consideracion que la recuperacién
de ADN a partir de muestras de bloques de parafina fue compleja, se evalué
las concentraciones desde los 50 nanogramos hasta los 600 nanogramos de
ADN.

Los productos de PCR se evidenciaron mediante electroforesis en gel de agarosa al

1.5% en tampdn TAE 1X a 80 V durante 1 hora.
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E. Extraccion del ADN a partir de muestras de tejido en parafina. Se tomaron 10
cortes de 10 um de grosor del tejido previamente seleccionado. Para el proceso de extraccion
de ADN se utilizo el kit comercial blackPREP FFPE DNA de Analityk Jena. Los cortes se
colocaron en tubos de 1.5 mL. Se sigui6 el protocolo segun el fabricante. La concentracion y
la pureza de ADN total de las muestras previamente purificadas se determind por lectura de

densidad dptica a 260/280 nm en espectrofotometro (Nanodrop 2000c).

F. Aplicacién de la PCR convencional estandarizada en muestras clinicas. -Luego de
la estandarizacion se procedio a la aplicacion de la PCR convencional en las muestras clinicas
colectadas y seleccionadas. En cada PCR se consider6 un control positivo, control negativo y
un blanco. Los productos de PCR se evidenciaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% en tampon TAE 1X a 80 V durante 1 hora. Las muestras infectadas con virus fueron
enviadas a secuenciar por el método de Sanger. Se analizaron los electroferogramas en el
programa BioEdit (v7.0) en donde se alinearon con la secuencia de referencia descargada del

National Center for Biotechnology Information.

3.7 Anélisis de datos

La base de datos fue evaluada en el programa estadistico SPSS (v22.0). Se
describieron las variables mediante frecuencia, medias y medianas. Para la distribucién de
pacientes con Linfoma de Burkitt por departamentos del Per( se elabor6 un mapa en el

software Arcgis (v10.5).

3.8 Consideraciones éticas
El presente estudio involucro la participacion de informacion de las pacientes obtenidas
a partir de las historias clinicas y muestras biologicas de seres humanos almacenadas en el

archivo del Departamento de Patologia de INEN.
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Este estudio forma parte del proyecto titulado "PREVALENCIA DE LA INFECCION
POR VIRUS LINFOTROPICOS EN LINFOMAS DE CELULAS B AGRESIVOS EN EL
INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS, 2009-2018” el cual
cuenta con aprobacion del comité revisor del departamento de investigacion (CARTA N° 077-

2020-CRPI-DI-DICON/INEN, Anexo 1), y del comité de ética del INEN.

La informacion clinica se codificé y guardé de manera andnima en una base de datos

de uso exclusivo para la presente investigacion.



IV. RESULTADOS

4.1 Base de datos

Entre los afios 2009 y 2018, se identificaron 88 pacientes con diagndstico de
linfoma de Burkitt en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) de
acuerdo al diagnostico anatomopatoldgico. Los pacientes se encontraban en un rango de

edad de 2 a 75 afos (Tabla 3), la relacion hombre: mujer en la poblacion fue de 3.2:1.

En la tabla 4 se observa que la localizacion del tumor fue principalmente en la
region abdominal (39/88), seguido de la localizacion cabeza y cuello (33/88) con mayor
afeccion al compromiso nodal (48/88). El estadio clinico con mayor frecuencia fue el 111

con 38.6% seguido del IV con 35.2% del total de la poblacion.

Tabla 3

Caracteristicas sociodemograficas en pacientes con Linfoma de Burkitt.

Sexo (%)
Masculino 67 (76.2%)
Femenino 21 (23.8%)
Edad
Mediana 23
Media = d.s. 26+ 194
Rango [2 - 75]

d.s.: desviacion estandar

Los marcadores usados por inmunohistoquimica para el diagnéstico patologico
fueron CD3, CD10, CD20, bcl-2, bcl-6 y Tdt. En todos los casos CD20, CD10, bcl-6 se
observo positivo, mientras que CD3 y Tdt, negativos. Se observaron variaciones en los
marcadores bcl-2 descritos en la tabla 5. ElI marcador inmunohistoquimico c-Myc ha sido

incorporado como herramienta de diagnostico en el INEN a partir del 2014, y por esta
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razon Unicamente 22 pacientes han sido evaluados, de los cuales 19 presentaron la

proteina.

Tabla 4

Caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con Linfoma de Burkitt.

Localizacion del tumor (%)

Abdomen 39 (44.3%)
Cabeza y cuello 33 (37.4%)
Pelvis 7 (8%)
Térax 7 (8%)
Multiples regiones 2 (2.3%)
Compromiso Nodal (%)

Nodal 48 (54.5%)
Extranodal 38 (43.2%)
No especificado 2(2.3%)
Estadio clinico (%)

I 2 (2.3%)
I 8 (9.1%)
I 34 (38.6%)
v 31 (35.2%)
No especificado 13 (14.8%)

Tabla 5

Marcadores de inmunohistoquimica en pacientes con Linfoma de Burkitt.

Marcadores

. o positivo negativo
Inmunohistoquimicos
CD20 80/80 0/80
CD3 0/75 75/75
CD10 56/56 0/56
bcl-6 67/67 0/67
bcl-2 4/56 52/56
Tdt 0/27 27127

En la figura 1 se observa que los departamentos con mayor frecuencia de casos con

linfoma de Burkitt son: Lima con 29 casos (33%) seguido de Piura con 11 (13%).

Asimismo, se observa que los otros departamentos del Peru presentan de 1 a 5 casos.
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Figura 1
Mapa del Peru

LEYENDA
H 210 CASOS
: | 23CASOS
-DEIAZCASOS

0 CASOS

Coordinate System GCS WGS 1894
Datum WGS 1984

Nota. Mapa geografico representando los casos de Linfoma de Burkitt por departamento

del Pert (Elaboracion propia con el software ArcGIS v10.5)

38



4.2 Estandarizacién de la PCR convencional para la deteccion de genes virales
A partir de las diluciones seriadas del ADN para la amplificacion del gen EBNA-1
(Figura 2), se opto por usar concentracion de 250ng/uL. Las mismas diluciones se aplico

todos los genes virales.

Figura 2
Fotografia de gel de agarosa 1.5% TAE 1X.

Nota. Seleccion de la concentracion de ADN para la amplificacion del gen EBNA-1. carril
1: 31,25ng/pL, carril 2: 62,5ng/pL, carril 3: 125ng/pL, carril 4: 250ng/pL, carril 5:

500ng/uL, carril 6: 1000ng/uL, M: marcador de 100 pb.

Luego de los ensayos de gradiente de temperatura las temperaturas que permiten
la amplificacion optima fueron: 60°C para los genes EBNA-1, BHR1-e (EBV) y el gen TAX

(HTLV-1) y 62°C para ORF73 (HHV-8), resumido en la Figura 3.
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Figura 3

40

Esquema de estandarizacion de temperaturas de hibridacion. Seleccion de temperaturas de

amplificacion para los genes virales.

100 °C
94°Cx 2min  94°Cx 30 seg

TEMPERATURA

1ciclo

H

72°C x 20 seg

Extension

Hibridacidn

HV-8  62°Cx 30 seg

VEB | 40°C x 30 seg

HLTV-1

35 ciclos

72°Cx 5min

Extensidn
final

4°Cx =

Tciclo

TIEMPO

Luego de los ensayos la concentracion de cebadores, se determind que 250 nM

logra amplificar para la deteccion de los genes virales se usaron las concentraciones por

reaccion de PCR descritas la Tabla 6.

Tabla 6

Componentes del Master Mix

Componentes (concentracion

Lo x1 reaccion Concentracién final
inicial)
2X Master mix 12,5 ul 1x
F (10uM) 0,625 pl 250 nM
R (10uM) 0,625 pl 250 nM
H.0 PCR 7,25 ul -
ADN 4 ul 250 ng
Volumen final 25 ul -

4.3 Verificacion del diagnostico y seleccion del tejido tumoral

La evaluacidn histoldgica de las ldminas de cada muestra en Hematoxilina-Eosina

(HE) se realizaron con el apoyo del médico patologo del departamento de patologia del
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Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (Anexo D). Se observa en el microscopio
el patréon cielo estrellado (denominado también noche de estrellas), debido a los
macrofagos con detritos en su interior. Las células presentan un tamafio mediano y tienen

una pequefa cantidad de citoplasma que se tifie con caracteristicas de un basofilo.

Figura 4

Fotografia con microscopio bicabezal.

Nota. Verificacion del diagnostico patologico de Linfoma de Burkitt por tincion eosina y

hematoxilina. Donde A: aumento de 20x, B: aumento a 40x.



4.4 Extraccion del ADN a partir de muestras de tejido en parafina.

La concentracién de ADN minima recuperada a partir de muestras parafina fue de
25 ng/ul y maxima fue de 1300 ng/ul. la ratio de absorbancia 260/280 presento un
promedio 1.95, mientras la ratio de absorbancia 260/230 fue promedio 1.90 (Anexo 3). En

la figura 4 se observa los productos de amplificacion del gen constitutivo ACTG.

Figura 5
Fotografia de gel de agarosa 1.5% en TAE 1X.

LB1 LB2 B3 B4 LB5 LB6 CN CP

Nota. Amplificacion del gen constitutivo ACTG (226 pb). LB1-LB6: muestra de estudio;

CN:Control negativo, CP: Control positivo, M: Marcador 100 pb.

4.5 Aplicacion de la PCR convencional en muestras clinicas

Después de la estandarizacion, se logro detectar la infeccion del EBV en 9 de 20
casos con Linfoma de Burkitt (Figura 5), de los cuales 7 correspondientes a casos
pedriatricos y 2 casos en adultos . Los casos positivos para EBV, presentaron ambos
genes virales: EBNA-1y BHRF-1 (Figura 4). Por otro lado, no se detectaron los virus

HTLV-1 ni HHV-8.
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Se confirmo la identidad del virus mediante secuenciamiento de los genes de
EBV, y los casos presentaron una identidad entre el 96% al 98% en el gen EBNA-1 y del

98% al 99% en el gen BHRF-1 respecto a las secuencias reportadas en el NCBI.

Figura 6
Fotografia de gel de agarosa 1.5% en TAE 1X.

A: EBNA-1

LB1 B2 LB3 CN CP M

B: BHRF1

LB1 B2 LB3 CN CP M

Nota. amplificacion del A: gen EBNA-1 (213 pb). y B: gen BHRF1 (208 pb). LB1, LB2,

LB3: casos en estudio; CN:Control negativo, CP: Control positivo, M: Marcador 50 pb).



V. DISCUSION

Epidemiologicamente, el Linfoma de Burkitt es frecuente en nifios (Pannone et al.,
2014), sin embargo; nuestra poblacion esta conformada por 33 casos pediatricos y 55 casos
adultos atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN). Esta
diferencia de proporciones podria deberse a que en nuestro pais existen otras instituciones

especializadas en pacientes pediatricos, como el Instituto Nacional del Nifio.

Respecto a las caracteriticas sociodemograficas, se presentan 20 pacientes
procedentes de la capital y 55 pacientes de los demas departamentos del Pert (Figura 1),
pues se conoce que INEN atiende a pacientes procedentes de todo el pais. Es de esperarse
que el principal lugar de procedencia de estos pacientes sea Lima ya que en este
departamento se ubica la mayor poblacion peruana. Asimismo, se observa que hay mayor
frecuencia de casos de la costa norte, como lo es en Piura, ciudad que ocupa el quinto

lugar mas poblada en Peru.

Existe un mayor nimero de pacientes hombres que desarrollan el linfoma de
Burkitt; por ejempo, la poblacion africana presenta una relacion de hombre/mujer de 3.6/1
(Stefan y Lutchman, 2014), la polacién estadounidense de 3.9/1.1 (Mbulaiteye et al.,
2009). La poblacion en estudio presenta la relacion de 3.2/1, mostrando resultados

similares a la literatura.

Respecto a las caracteristicas patolégicas, Stefan y Lutchman (2014) describen a
la variante del Linfoma de Burkitt esporadica (sLB) con localizacion tumoral del 76.4% a
nivel abdominal , el 11.7% en cabeza y cuello y el 3.9% en la region pélvica. Nuestros
resultados presentan similitud con lo reportado con la localizacion tumoral a region

abdominal, en la region de cabeza/cuello y pélvica con 44.3%, 37.4% y 2.8%
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respectivamente. EIl linfoma de Burkitt se presenta de manera habitual a nivel nodal por
lo que nuestra poblacion coincide con la literatura debido a que presenta 55.2% de
compromiso nodal, estos resultados son muy semejantes a lo reportado de la poblacion
de Estados Unidos (presenta el 56% de la afeccion) (Mbulaiteye et al., 2009). Las variacion
de proporciones pueden ser debido a la etnia, ubicacion geografica y/o acceso a la atencién
médica, segun lo reportado por Renddn et al., (2017). La enfermedad de Burkitt se
evidencia con frecuencia en casos diagnosticados en estadio avanzados (estadios 111y V)
(Renddn-Macias et al., 2017), lo cual coincide con lo observado en nuestros resultados, el
38.6% se presento en el estadio 111y el 35.2% de la poblacion se encontr6 en estadio V.
Esta alta proporcion de pacientes diagnosticados en estadio avanzando podria deberse a
que el linfoma de Burkitt es un tipo de cancer que se manifiesta de manera intempestiva y
con una alta agresividad (McClure et al., 2005), ademas que en el INEN un porcentaje de
los casos son referidos de otras instituciones y/o departamentos del Perd, lo cual podria

involucrar un mayor tiempo desde la deteccion de la enfermedad hasta el diagndstico.

Generalmente, los pacientes con LB presentan el perfil inmunohistoquimico
positivo para CD20, CD10, bcl-6 y negativo para los marcadores CD3, bcl-2 y Tdt
(Pannone et al., 2014). Los resultados obtenidos en el presente trabajo coincide con lo
reportado en la literatura . No obstante, se conoce que la proteina bcl-2 también puede
expresarse entre el 10-20% de los casos (Kelemen et al., 2010). En nuestros resutados se
ha observado 4 casos positivos para esta proteina. Asimismo, la poblacion en estudio
mostro un porcentaje entre 95-100% en el marcador ki67, lo cual es caracteristico del LB

al presentar un elevado indice de proliferacion celular (Santos et al., 2003).

Hace mas de una década, estudios moleculares permitieron determinar la
importancia del gen MYC para el diagndstico de linfoma de Burkitt. MYC es considerado

un oncogen debido a que su expresion de manera aberrante causa alteraciones, que trae
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como consecuencia la regulacion positiva de la division celular y mantenimiento un
metabolismo activo, lo que conjuntamente deriva en una proliferacion sostenida o
inmortalizacion de las células afectadas (Dang, 2012; Molina Hoyo, 2019; Schaub et al.,
2018). Como se ha mencionado anteriormente respecto a nuestro estudio, el INEN incluyé
la evaluacion inmunohistoquimica de c-Myc a partir del 2014, por lo que Gnicamente se
cuenta con 22 casos evaluados, de los cuales 19 presentaron la expresion positiva de la
proteina MYC. En diferentes estudios se encontré que pacientes con LB presentan la
alteracion de MYC, con frecuencia en mas del 90% de los casos evaluados, generalmente

translocado, lo que produce que se sobreexprese (Molina Hoyo, 2019).

Otro de los objetivos de esta investigacion fue la estandarizacion de los parametros
de la PCR, debido a que se trabajé con tejidos tumorales fijados en formol o formaldehido
e incluidos en parafina (FFPE, por sus siglas en inglés) para su almacenamiento a largo
plazo, muchas veces el uso del fijador en condiciones no éptimas produce dafio del
material genético, debido al entrecruzamiento entre acidos nucleicos y proteinas, hidroliza
puentes fosfodiester del ADN y modifica covalentemente el ARN por adicion de grupos
mono metilos en las bases, generando problemas en la obtencion de material y los
posteriores analisis (Garcia et al., 2006). Considerando que en nuestro estudio
retrospectivo se han usado muestras fijadas en formol y embebidos en parafina con mas
de diez afios de antigiiedad, no se observaron inconvenientes al momento de la
recuperacion de los acidos nucleicos, después de la estandarizacién de un protocolo de

extraccion de ADN de muestras parafinadas utilizando un kit comercial

Nuestra poblacion esta conformada por 88 casos retrospectivos con diagnéstico
clinico de linfoma de Burkitt y confirmados con patologia, realizdndose la prueba de
deteccidn de virus linfotropicos (EBV, HTLV-1 y HHV-8) en una muesta de 20 casos, de

los cuales se pudo detectar la infeccion del EBV en 9 casos (45%) evaluados por PCR
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convencional. Existen diferentes estudios sobre la asociacion entre EBV con el LB, por
ejemplo en la poblacion taiwanesa (Chuang et al., 2008)reportan el 23% de la infeccion (7
de 31 casos), en la poblacidn italiana (Pannone et al., 2014) reportan el 61% (16 de 26
casos) y en la poblacion brasilera (Hassan et al., 2008) reportan el 61% (33 de 53 casos)
de la infeccion por EBV. Sin embargo, los estudios citados anteriormente han sido basados
en la deteccion EBERs del EBV mediante (hibridacion in situ), que son dos pequefias
transcripciones de latencia viral (EBER-1 de 166 bases y EBER-2 de 172 bases) que estan
presentes en altos todas las formas de latencia de la infeccion por EBV, por lo cual son
dianas detectables en ISH (Gulley, 2001). No obstante, el uso de la técnica ISH presume

un incremento respecto a los costos en comparacion a la deteccion por PCR convencional.

También, es necesario resaltar que nuestro estudio presentd 7 casos pediatricos y 2
adultos con infeccion de EBV, datos similares a la poblacion italiana que present6 15 casos
pediatricos y 1 caso adulto con infeccion de EBV (Pannone et al., 2014), lo que lleva a

corroborar que hay una mayor infeccion del virus a una edad temprana.

En este estudio, la deteccion del EBV se encuentra enfocada en el gen de latencia
EBNA-1, gen gue se expresa en todas las lineas celulares linfoideas transformadas ademas
guarda relacion con la formacion tumoral, (Raab-Traub, 2002) y también esta enfocada en
el gen BHRF1 que se expresa abundantemente al principio de la fase litica (Marchini et
al., 1991) .Mediante el analisis bioinformatico del secuenciamiento de ambos genes se
logré confirmar la identidad del EBV en las 9 muestras estudiadas, lo cual evidencia un
alto grado de similitud de secuencias reportadas en la base de datos del NCBI (BHRF-1
con ID de secuencia: KY454075.1 y EBNA-1 con ID de secuencia: MK185441.1,

consultado en agosto del 2022).

Un estudio similar reportado en Brasil (Queiroga et al., 2008), determinaron la
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asociacion del 45% de EBV con el LB, pero al igual que en nuestro estudio no encontraron
asociacion del HHV-8 con el LB, cabe resaltar que utilizaron el anélisis

inmunohistoquimico, ISH y PCR.

Asimismo, Per( es considerado un pais endemico de HTLV-1 (Gotuzzo et al.,
2004) y es uno de los paises pioneros en encontrar la relacion de este virus en linfomas B
(como por ejemplo en el linfoma difuso de linfocitos B grandes, que comparte
caracteristicas patologicas con el LB), por este antecedente el presente estudio busco
detectar la infeccion de este virus en los pacientes con LB; no obstante; al no encontrar el
retrovirus en la poblacion en estudio, se sugiere seguir con la indagacion en una cohorte

de mayor nimero de muestras.



VI. CONCLUSIONES

Se determind la infeccion del virus Epstein Barr (EBV) en pacientes con linfoma
de Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas (INEN)
durante el periodo 2009-2018. No se encontro la infeccion del virus linfotrépico

humano de células T tipo 1 (HTLV-1) ni del Herpesvirus humano 8 (HHV-8).

El andlisis de las caracteristicas epidemioldgicas, patologicas de los pacientes
diagnosticados con Linfoma de Burkitt atendidos en el Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas durante el 2009-2018 coinciden con las reportadas en

la literatura hasta la fecha.

Se estandariz6 y validd un protocolo de extraccion de ADN a partir de un Kit
comercial y se estandariz6 los parametros de PCR convencional para determinar la
presencia de los virus linfotropicos en las muestras de los pacientes con Linfoma

de Burkitt.
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VIil. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de ampliar en nUmero muestras de casos de Linfoma de Burkitt,
se recomienda realizar un estudio inter-institucional con los Institutos Nacionales
del Nifio (Brefia y San Borja), Institutos Regionales de Enfermedades Neopléasicas
(IREN; Norte, Centro y Sur), para poder determinar la Prevalencia de Infeccion

por Virus Linfotropicos en Linfoma de Burkitt en el Perd.

También se propone que los futuros proyectos prospectivos que puedan determinar
la infeccion de los virus linfotropicos en otros linfomas de células B, como en el
linfoma de células B grandes difuso, que es el tipo mas comun de los linfomas No

Hodking.
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IX. ANEXOS
Anexo A: Ficha de recoleccion de datos.

CARACTERISTICAS SOCIODEOGRAFICAS

Cadigo interno

HC

Edad

Sexo M: F:

Lugar de Nacimiento

Lugar de procedencia

CARACTERISTICAS CLINICAS

FECHA BX: FECHA MO:

FECHA ULTIMO CONTROL: ESTADIO CLINICO
STATUS AL ULTIMO CONTROL Vivo Muerto
STATUS ENFERMEDAD Activa No activa

CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICO

DIAGNOSTICO TOPOGRAFICO

DIAGNOSTICO MORFOLOGICO

INMUNOFENOTIPO

CD20 CD3 CD10

BCL2 BCL6 TdT




Anexo B: Carta de aprobacion del comité revisor de INEN

o

Sos Sector E_—j
Salud INEeN

“DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES"
“ANO DE LA UNIVERSALIZACION DE LA SALUD"

Lima, 31 de octubre 2020

CARTA N° 077-2020-CRPI-DI-DICON/INEN

Doctor

SANDRO CASAVILCA ZAMBRANO
Investigador Principal

Presente. -

De nuestra consideracion:

Es grato dirigirnos a usted para saludarle cordialmente y a la vez informarle que el Comité Revisor de
Protocolos de Investigacidn del INEN, revalud el documento que confiene el levantamiento de
observaciones, APRUEBAN el protocolo Titulado: ™ “PREVALENCIA DE LA INFECCION POR VIRUS
LINFOTROPICOS EN LINFOMAS DE CELULAS B AGRESIVOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
ENFERMEDADES NEOPLASICAS, 2009-2018"". INEN 20-62.

De acuerdo con las normas debera presentar un informe por correo electronico al término del protocolo
o en su defecto el seguimiento a los 6 o 12 meses sobre los avances del mismo a esta Oficina.

Sin ofra particular, quedamos de usted.

Atentamente,

M.C. Rossana Ruiz Mendoza
Presidenta del CRPI-INEN

M.C. Alejandro Dagnino Varas
Miembro Suplente del CRPI-INEN

CelArchiva
e




Anexo C: Carta de aprobacion del comité de ética de INEN

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN INVESTIGACION
DECENIO DE LA IGUALDAD DE OPORTUNIDADES PARA MUJERES Y HOMBRES

E-'/ *ARO DE LA UNIVERSALIZACION DE LA SALUD"

== INenN
Lima, 22 de diciembre de 2020

ARTA N° IEVIN
Doctor
SANDRO CASAVILCA ZAMBRANO
Investigador Principal
Presente.-
REFERENCIA: PROTOCOLO: “PREVALENCIA DE LA INFECCION POR VIRUS LINFOTROPICOS EN

LINFOMAS DE CELULAS B AGRESIVOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
ENFERMEDADES NEOPLASICAS 2009-2018". INEN 20-62

ASUNTO: Resultado de la revision:
De mi consideracion:
Medianteelmsenm.tmgoabbndkighneawtedmhfomabqwdComﬂéImﬁmbnddeEﬁeeenInvesﬁgacion

(CIEI) del INEN, ha realizado la revision de los documentos complementarios a su proyecto, recibiendo la siguiente

Aprobado sin observaciones
Habiéndose revisado los siguientes documentos:

*  Protocolo de Investigacion
«  Ficha de recoleccion de datos

Sin otro particular, quedo de Ud.
Atentamente,

Setmicrce W_ Eﬁ-u
)

ANTVA RS AR Av. Angamos Este 2520 - Surguitlo
X 3 Telf: 201-6500
weww. inen.shi pe
Lima - Peri
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Anexo D: Porcentaje tumoral en la evaluacion histologica.

Cadigo % Tumoral
LB1 100
LB2 95
LB3 95
LB4 100
LB5 100
LB6 80
LB7 95
LB8 85
LB9 85
LB10 80
LB11 80
LB12 100
LB13 75
LB14 100
LB15 95
LB16 95
LB17 90
LB18 70
LB19 75
LB20 95
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Anexo E: Cuantificacion de ADN.

Codigo  [ng/pl]  260/280  260/230

LB1 662 1.85 1.78
LB2 136 1.98 2.08
LB3 1300 1.9 1.8
LB4 257 1.92 1.88
LB5 25 1.9 1.69
LB6 460 2 2.02
LB7 1800 1.98 1.67
LB8 88 1.86 1.76
LB9 814 1.94 1.87
LB10 130 2.01 2.02
LB11 43 1.94 1.9
LB12 741 2.03 2.01
LB13 1024 1.94 1.96
LB14 758 1.94 1.99
LB15 250 2.03 1.97
LB16 410 2.02 1.99
LB17 750 2.01 1.95
LB18 350 2.02 1.97
LB19 100 1.87 1.78
LB20 302 1.99 1.97

Nota. Resultados de cuantificacion por espectrofotometria (Equipo: Nanodrop® 2000c,

Thermofisher Scientific) de las muestras de ADN extraidas a partir de tejido parafinado.



