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RESUMEN

Introduccién y planteamiento del problema: Las leucemias agudas representan alrededor del
30% de todos los canceres vistos en nifios en el mundo occidental. México ha reportado una de las
incidencias mas altas a nivel mundial. La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una enfermedad
maligna que ocurre como consecuencia de la transformacion de una sola célula durante una etapa
de la hematopoyesis linfoide la cual ocurre en la médula ésea. La LAL se asocia a aberraciones
cromosomicas tales como re-arreglos génicos, los cuales a menudo representan factores
prondsticos importantes. El re-arreglo génico ETV6-RUNX1 [t(12;21)(p13;922)], también conocido
como TEL-AML1 es el mas comun a nivel mundial y se considera de bajo riesgo y buen pronéstico.
La translocacion cromosdémica MLL-AF4 [t(4;11)(q21;923)] estd asociada a un subgrupo de
leucemias especialmente agresivas, ya que confiere mal prondstico y recaida temprana. Entre
todos los casos de leucemia, a nivel mundial su frecuencia se sitta entre el 1-5% en nifios mayores
de un afio y entre el 70 y 80% en nifios menores de un afio. Se ha mostrado la presencia de
translocaciones en muestras de sangre neonatales de nifios que desarrollaron leucemia en algun
momento de la edad pediatrica. A partir de dichos estudios, ha sido aceptado que las alteraciones
genéticas establecen una clona pre-leucémica, la cual requiere eventos oncogénicos secundarios
para dar origen a una clona maligna. Dentro de los factores adicionales que intervienen en su
aparicion, se ha propuesto que las infecciones podrian jugar un papel importante, en este sentido,
una hipdtesis plausible es que, agentes infecciosos oncogénicos o asociados a procesos de
oncogenicidad sean capaces de infectar células troncales, progenitoras y/o precursoras de
linfocitos B y T, y una vez dentro de dichas células promuevan el proceso de transformacion. Los
herpesvirus humanos, EBV, HCMV y HHV®6; y los retrovirus HTLV1 y MMTV fueron considerados
agentes infecciosos atractivos para nuestra investigacion ya que presentan tropismo por linfocitos
B y T, han sido asociados a translocaciones cromosoémicas, se transmiten en etapas tempranas de
la vida e importantemente, son virus clasificados como oncogénicos, oncomoduladores o
cofactores clave en el desarrollo del cancer. Objetivo: Analizar la participaciéon de las infecciones
por los herpesvirus EBV, HCMV y HHV®6 y los retrovirus HTLV1 y MMTV en la aparicion de la LAL
infantil y medir su asociacién con la presencia de los re-arreglos génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4.
Resultados: Se trabajé con 70 muestras de médula ésea provenientes de nifios con diagndstico
de novo de LAL. En relacién a los herpesvirus, solo se encontraron muestras positivas mediante
PCR anidada (EBV=14%, HCMV=19% y HHV6=9%), sin embargo, debido a que la PCR anidada
es altamente sensible, estos resultados indican que los genomas virales no estuvieron presentes
en la mayoria de las células leucémicas y por lo tanto que las infecciones no fueron parte de las
lesiones genéticas que condujeron a la transformacién celular. Por lo anterior, los resultados
obtenidos, no apoyan la participacion directa de los herpesvirus analizados en la leucemogénesis.
Un analisis adicional mostrd que las infecciones y co-infecciones detectadas por PCR anidada no
estuvieron asociadas al pronéstico de la enfermedad. Respecto a los retrovirus HTLV1 y MMTV, no
se encontraron muestras positivas mediante PCR estandar ni anidada. Ya que el poder estadistico
del estudio fue alto, los resultados sugieren que los agentes analizados no estan involucrados en el
desarrollo de LAL infantil. Los re-arreglos génicos ETV6-RUX1 y MLL-AF4 fueron detectados en el
12% y 0% de las muestras respectivamente. Debido a los resultados obtenidos no fue posible
hacer un analisis de asociacién entre los eventos de infeccion y la presencia de las anormalidades
cromosoémicas. Discusidn y conclusiones: En este estudio se reporta por primera vez la falta de
evidencia sobre la participacion de los herpesvirus EBV, HCMV y HHVG6 y los retrovirus HTLV1 y
MMTYV en el desarrollo de LAL en nifios mexicanos. Los siguientes trabajos deberan enfocarse en
el uso de herramientas de secuenciacion masiva que permitan rastrear el espectro completo de
agentes virales descritos y no descritos.



ABSTRACT

Introduction and problem statement: Acute leukemias account for about 30% of all cancers seen
in children in the Western world. Mexico has reported one of the highest incidences in the world.
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant disease resulting from a single cell
transformation in the bone marrow during lymphopoiesis. ALL is associated with chromosomal
aberrations such as gene rearrangements, which often represent important prognostic factors.
ETV6-RUNX1 gene rearrangement [t(12;21)(p13;922)], also known as TEL-AML,1 is the most
common worldwide and confers low risk and good prognosis. MLL-AF4 chromosomal translocation
[t(4;11)(921;923)] is associated with a subgroup of particularly aggressive leukemias; it confers a
poor prognosis and early relapse. Among worldwide leukemia cases, MLL-AF4 frequency varies
from 1% to 5% in children older than one year and from 70% to 80% in children under one year. It
has shown the presence of translocations in neonatal blood samples from children who developed
leukemia at some point in the pediatric age. From these studies it has been accepted that genetic
alterations establish a pre-leukemic clone, which requires secondary oncogenic events to give rise
to a malignant clone. Infections have been proposed to play an important role among the additional
factors involved in the malignant clone appearance. In this regard, a plausible hypothesis is that
cancer associated infectious agents are capable of infecting B- and T-cells precursors and promote
their transformation. The present work is oriented in this hypothesis. EBV, HCMV and HHV6 human
herpesviruses as well as HTLV1 and MMTYV retroviruses were considered attractive candidates for
our research as they have B and T lymphocyte tropism, have been associated with chromosomal
translocations, are transmitted early in life, and importantly, are classified as oncogenic,
oncomodulator or cofactors in cancer development. Objective: To analyze the involvement of
infections by EBV, HCMV and HHV6 human herpesviruses and HTLV1 and MMTYV retroviruses in
the genesis of childhood ALL and to measure their association with the presence of ETV6-RUNX1
and MLL-AF4 gene rearrangements. Results: 70 bone marrow samples from pre-treatment
children diagnosed with ALL were included in the study. In the case of herpesviruses, positive
samples were detected only by nested PCR (EBV=14%, HCMV=19% and HHV6=9%); however, as
nested PCR is highly sensitive, these results indicated that the viral genomes were not present in
most of the leukemic cells contained in the samples and thus that the infections were not part of the
genetic lesions that lead to cell transformation. Thus, our data did not support their involvement in
leukemogenesis. Additional analysis showed that detected infections or co-infections were not
associated with prognosis. Regarding HTLV1 and MMTV retroviruses, positive samples were not
detected by neither standard nor nested PCR. Since the confidence of the study was high, the
results supported that the viruses tested are not involved in development of childhood ALL. ETV6-
RUX1 and MLL-AF4 gene rearrangements were detected in 12% and 0% of samples respectively.
Because of that, it was not possible to analyze the association between infection events and the
presence of chromosomal abnormalities. Discussion and conclusions: This study documents for
the first time the lack of evidence for the involvement of EBV, HCMV and HHV6 herpesviruses and
HTLV1 and MMTYV retroviruses in the development of ALL in Mexican children. Future studies
should focus on the use of next generation sequencing tools that allow tracing the full spectrum of
known and unknown viral agents.



1. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Biologia y Epidemiologia de la Leucemia Aguda Linfoblastica Infantil

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) constituye una enfermedad clonal, es decir, es
consecuencia de la transformacion maligna de una sola célula durante una etapa de la
hematopoyesis linfoide. Se expresa por una detencioén en la diferenciacion celular y por la
proliferacion no controlada de células malignas que se originan en la médula ésea y luego
se diseminan a sangre periférica, bazo, ganglios y al resto de los tejidos (revisado en [1]).
De acuerdo a modelos recientes, una clona de células pre-leucémicas es generada por
una primera mutacién in utero, que en una minoria de los nifios progresa a leucemia

después de recibir “hits” oncogénicos posnatales [2].

Gracias a la efectividad de las terapias, las tasas de sobrevivencia libre de enfermedad a
5 afos han llegado a ser de mas del 80% [3]. Sin embargo, los esfuerzos contindan en
relacion a la mejora en la efectividad de los tratamientos, sobre todo en aquellos subtipos
de leucemia que son especialmente agresivos, siendo el principal objetivo de la

comunidad cientifica y médica prevenir la enfermedad.

La LAL abarca alrededor del 80% de los casos de leucemia a nivel mundial,

representando asi la neoplasia mas frecuente de la infancia (Fig. 1) [4].

LAL 80% Figura 1. Frecuencia de leucemia en
relacidén a otros tipos de cancer infantiles.

— — Leucemia 33% La leucemia comprende el 33% de todos

LMA: 17% los casos de cancer y dentro de ella, la LAL

Otros canceres: 67% . es el subtipo mds frecuente abarcando
LMC:,3% alrededor del 80% de los casos.

N L » __



A nivel mundial se ha observado un aumento en los casos de LAL, importantemente, en la
Ciudad de México se ha registrado un dramatico incremento, siendo que, en 1982 se
reportaron 7.75 casos por millén en nifios menores de 15 afos, mientras que de 1996 al

2000, se registré una tasa de 44.9 casos por millén, en el mismo grupo de edad [5-7].

La LAL se asocia a aberraciones cromosoémicas tales como re-arreglos génicos, hiper e
hipo diploidias. Los re-arreglos génicos involucran la recombinacion no homéloga entre
cromosomas, lo cual resulta en modificaciones en la expresion de un gen o bien, en la
formacion de una proteina quimérica alterada; este ultimo evento es lo que mas
comunmente ocurre en LAL. Factores de transcripcion o proteinas de sefializacion criticos
en el desarrollo de las células madre o en la especificacion del linaje durante la
hematopoyesis son los principales blancos de corrupcion por fusiéon génica en la leucemia
[8]. De manera general, diferentes alteraciones genéticas definen un subtipo bioldgico de

la enfermedad por lo que a menudo representan factores prondsticos importantes.

1.2 Re-arreglos génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4

El re-arreglo génico ETV6-RUNX1 (también llamado TEL-AML1) que involucra la
translocacién t(12;21)(p13;922), presenta una frecuencia de alrededor del 25% a nivel
mundial entre el total de casos de LAL [9, 10], sin embargo, en México se ha reportado
una frecuencia menor [11-13]. Leucemias ETV6-RUNX1(+) se consideran de bajo riesgo y

buen prondstico.

El gen ETV6 (del inglés ETS variant gene 6) se localiza en la banda 11p13; esta regién es
inestable y por lo tanto es susceptible a re-arreglos cromosémicos [10], de hecho, se han
reportado alrededor de 40 translocaciones involucrando ETV6, tanto en leucemias de
origen linfoide como mieloide [14]. ETV6 es una proteina de 452 aminoacidos que

pertenece a la familia de factores de transcripcion ETS (del inglés E-26 transforming



specific), caracterizados por poseer un dominio de union a DNA denominado ETS
(revisado en [15]). Entre otros, ETV6 también contiene un dominio HLH (helix-loop-helix),
el cual, media interacciones proteina-proteina que son responsables de eventos de
oligomerizacion homotipica y heterotipica. En el contexto de una translocacion, dichos

eventos contribuyen a la alteracion en la regulacién de la transcripcidon de manera crucial.

Por otro lado, RUNX1 es un miembro de la familia de factores de transcripcion CBF (del
inglés, Core Binding Factor). Los ratones deficientes de este gen ven comprometidos los
procesos de desarrollo linfoide y mieloide sobre todo en la etapa adulta [16-18], ello refleja
su importante contribucion en diferentes niveles de la hematopoyesis. Su unién a DNA
ocurre a través del dominio conservado RDH (Runt Homology Domain) en la regién amino
terminal. La region C-terminal contiene multiples dominios de unidén a complejos
transactivadores como p300-CBP, con los cuales regula positivamente la expresion de
genes [19]. Alternativamente, RUNX1 puede asociarse a complejos como mSin3A/HDAC
y Groucho/TLE vy reprimir la expresion génica [20, 21]. En el contexto de la proteina
quimérica ocurre la formacion de complejos homodiméricos u oligoméricos que propician

una represioén constitutiva de genes [22].

La translocacion cromosomica MLL-AF4 [t(4;11)(g21;923)] constituye una alteracion
genética asociada a un subgrupo de leucemias altamente resistentes al tratamiento
quimioterapeutico por lo que confiere mal prondstico [23, 24]. El gen MLL (del inglés,
Mixed Linage Leukemia), codifica para una proteina homoéloga a TRX (TRITHORAX, de
Drosophila) y es capaz de regular, a través de su actividad metil-transferasa de histonas,
la transcripcion de genes HOX, los cuales estan involucrados tanto en el patrén de

desarrollo como en la diferenciacién hematopoyética (revisado en [25]).
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Respecto al gen AF4 se ha mostrado que presenta sefales de localizaciéon nuclear y
probablemente su actividad sea de transactivador [26]. Se ha demostrado que las
quimeras MLL contribuyen en el fenotipo de la leucemia al influir en las rutas de
diferenciacién de células hematopoyéticas no comprometidas o progenitores tempranos

[27].

A nivel mundial, la frecuencia de la translocacién MLL-AF4 se situa entre el 1y el 5% en
nifos mayores de un afio y entre el 70 y 80% en nifios menores de un afio (lactantes)
[28-31]. La diferencia entre las frecuencias de esta translocacion de acuerdo a la edad, no
se entiende completamente. La caracterizacion inmunoldégica de diferentes tipos de
leucemias MLL-AF4 positivas ha mostrado que en los lactantes hay una mayor frecuencia
de poblaciones celulares con receptores de antigeno no re-arreglados, inmaduros u
oligoclonales [32, 33]. Se ha propuesto que las poblaciones celulares que son blanco de
la translocacion, son mas primitivas en lactantes en comparacion con los nifios mayores
de un ano y que por lo tanto mantienen un alto potencial proliferativo que las hace mas

susceptibles a la transformacion [34].

Importantemente, un estudio preliminar reciente llevado a cabo en la Cd. de México
mostré que MLL-AF4 ocurrié en el 65% (17/26) de los nifios con LAL mayores de un afio

[11].

1.3 Virus oncogénicos humanos y sus mecanismos de accion

Actualmente, siete agentes virales han sido consistentemente asociados a diferentes tipos
de cancer en humanos: los herpesvirus Epstein Barr virus (EBV) y herpesvirus humano de
sarcoma de kaposi (KSHV por sus siglas en inglés); los papilomavirus humanos (HPV por
sus siglas en inglés) de alto riesgo; el virus linfotropico de células T humano tipo 1 (HTLV1

por sus siglas en inglés); los virus asociados a hepatitis By C (HBV y HCV por sus siglas
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en inglés) y el poliomavirus de células Merkel (MCPV por sus siglas en inglés) (tabla 1)

[35]. Se estima que las infecciones son responsables de hasta el 15% de todos los casos

de cancer a nivel mundial y en paises en desarrollo de mas del 20% [36]. Sin embargo,

las evidencias epidemioldgicas y experimentales que condujeron a las asociaciones virus-

cancer han sido sometidas a riguroso escrutinio cientifico debido a que los procesos

biolégicos involucrados no se ajustan a los principios de causalidad considerados

dogmaticos. Por ejemplo, EBV es un herpesvirus ubicuo [37], sin embargo, el linfoma de

Burkitt asociado a la infeccién por EBV es endémico de Africa Ecuatorial [38], este hecho

no coincide con el postulado de Koch que establece: “El agente patégeno debe estar

presente en la poblacién enferma y ausente en la poblacion sana” [39].

Tabla 1. Familias de virus asociados a cancer en humanos.

Virus humano

Tumores asociados

Ref.

EBV Linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin, linfomas Revisado en [40]
relacionados a inmunosupresion, linfomas de células Ty
NK, carcinomas nasofaringeo y de estbmago

KSHV Sarcoma de Kaposi, linfoma efusivo primario y enfermedad [41]

multicéntrica de Castleman

HPVs de alto riesgo

Cancer cervical, carcinomas del tracto anogenital y de
cabeza y cuello

Revisado en [42]

MCPV Carcinoma de células de Merkel [43]
HBV Carcinoma hepatocelular [44]
HCV Carcinoma hepatocellular [45]
HTLVA Leucemia/linfoma de células T del adulto [46]
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Los virus oncogénicos generalmente mantienen infecciones que persisten durante toda la
vida del individuo infectado. Una estrategia viral comun para lograr la persistencia es el
establecimiento de infecciones latentes, en las cuales no hay produccién de particulas
virales. La latencia viral es biolégicamente compatible con el proceso carcinogénico ya
que evita la lisis celular que ocurre durante la infeccion litica que caracteriza a las
infecciones agudas, a la vez que mantiene al agente infeccioso oculto del sistema inmune
[35]. La persistencia del virus en el hospedero se logra integrando el genoma viral en el
genoma celular, expresando proteinas que bloquean los mecanismos de muerte celular
y/o que inducen proliferacion celular (revisado en [47]). Sin embargo, en condiciones
normales la infeccién debe mantenerse en un numero limitado de células para establecer
un equilibrio entre el virus y el hospedero, de manera que la integridad de ninguno de

ellos se vea comprometida.

Todos los tipos de tumores que se relacionan con la transformacion viral resultan de la
cooperacion de distintos eventos que involucran no sélo la infeccion persistente y los
mecanismos de inmortalizacion virales, sino de la presencia de “hits” oncogénicos
adicionales. La ocurrencia de mutaciones que promueven la pérdida del control de la
regulacion de oncogenes virales y/o celulares es una condicidon necesaria en el proceso
carcinogénico. De hecho, frecuentemente se observa en células tumorales de origen viral,
un aumento en la tasa de mutacién respecto a células normales, lo que apoya esta nocidn
[48, 49]. Este hecho apoya que los eventos de transformacion celular no son estrategias
virales evolutivas, sino mas bien accidentes bioldgicos que ocurren raramente en la
interaccién virus-hospedero, ya que el tumor que conduce a la muerte del individuo
también representa el final del virus. La existencia de oncogenes virales se explica como
parte de los mecanismos de preservacion del virus en el hospedero. El agente induce la

entrada al ciclo celular con el fin de asegurar su replicacion y asi mantener un niumero de
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células que porten el genoma viral. Soélo bajo condiciones alteradas la infeccion viral

conduce al cancer (revisado en [35]).

Los mecanismos oncogénicos virales generalmente incluyen induccion de la proliferacion,
resistencia a la muerte celular y frecuentemente estan acompanados de mecanismos de
evasion de la respuesta inmune antiviral [50]. La generacion de inestabilidad cromosdmica
es una ruta carcinogénica comun de muchos virus transformantes. Dicho proceso
conduce a amplificaciones y deleciones de genes o regiones cromosomicas completas;
cambios en el nimero de cromosomas (poliploidia y aneuploidia) y fusion aberrante de
cromosomas no homologos (translocaciones). Por ejemplo, el virus HPV promueve
inestabilidad gendmica a través de sus oncoproteinas. Se ha mostrado que E6 y E7 de
HPV promueven amplificacion génica, alteraciones cromosémicas estructurales y errores
en la replicacion de los centrosomas que conduce a aneuploidia y poliploidia. Lineas
celulares inmortalizadas con HPV se caracterizan por la ganancia y pérdida de
cromosomas completos [51-54]. Adicionalmente, se ha mostrado que lesiones tempranas
no invasivas asociadas a la infeccidén por este virus presentan aneuploidia (revisado en

[53]).

Agentes virales no sdlo contribuyen en el desarrollo de la enfermedad de forma directa,
sino también actuan indirectamente o como cofactores a través de inducir
inmunosupresion o inflamacion crénica que conduce a cancer (ver apartado 1.4). También
existe evidencia de su participacion en la modulacion del curso biologico de un tumor ya

establecido (ver apartado 1.5).

1.4 Carcinogénesis directa vs indirecta

De acuerdo a los diferentes mecanismos por los que contribuyen al proceso de

transformacién, los agentes infecciosos han sido clasificados como carcinogénicos
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directos o indirectos [56]. Los agentes carcinogénicos directos, se encuentran en cada
una de las células que forman el tumor y mantienen el fenotipo tumoral a través de la
expresion de oncogenes virales [56]. Por ejemplo, los oncogenes E6 y E7 de HPV
inducen la degradacion de p53 y pRb, respectivamente. E6 cataliza la degradacién de p53
mediante su unién a la proteina ligasa de ubiquitina E6AP (del inglés E6-associated
protein); el complejo E6/EGAP se une a la region central de p53, la cual es ubiquitinada y
posteriormente degradada en el proteosoma [57, 58]. E6 también bloquea al inhibidor del
ciclo celular p16INK4, lo cual induce un incremento en la proliferacion celular [59]. E7

induce directamente la liberacion de E2F1-3 del complejo pRb/E2F1-3, E2F1-3 a su vez,

como las ciclinas E y A [60, 61].

El genomaviral no es Oncogenes virales

VII’L{S . integrado en el activados inducen cambios
oncogenie genoma celular en la expresion de genes

— —> celulares a través de
mecanismos genéticos y

activa la expresion de varios genes involucrados en la progresion del ciclo celular tales
/ epigenéticos

celular
El genomaviral es
Célula hospedero integrado en el
genoma celular

Figura 2. Oncogénesis viral directa. Después de la infeccion de la célula y la entrada al nucleo, los virus que

Proliferacién celular
Prevencion de la

apoptosis

Inestabilidad genomica

Translocaciones

promueven el proceso carcinogénico de forma directa actian por varios mecanismos que incluyen la
expresion de oncogenes virales y la mutagénesis por insercion en el caso de agentes cuyo ciclo de replicacion

requiere la integracion de su genoma al del huésped.

Otro mecanismo de oncogénesis directa ocurre a través de mutagénesis por insercion
[56]. Los retrovirus, cuyo ciclo de vida requiere integrar su genoma viral al del hospedero,
son virus que principalmente transforman a partir de este mecanismo [62]. El genoma viral

integrado se conoce como provirus y se comporta como un elemento genético que se
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duplica durante el ciclo celular, persistiendo por toda la vida de la célula infectada y

heredandose a la progenie celular [63].

Para los agentes carcinogénicos indirectos, hospedarse en la célula que formara la masa
tumoral, no es una condicidon necesaria para la transformacion [56, 64]. Una de las vias
principales de transformacion de dichos agentes es la inflamacion croénica, la cual
conduce al desarrollo de cancer -entre otros mecanismos- a través de la estimulacion de
la proliferacion y sobrevivencia celular mediadas por citocinas y quimiocinas inflamatorias.
Por ejemplo, la citocina IL-6, secretada por células del linaje mieloide, conduce a la
activacion del factor de transcripcion STAT3, el cual regula positivamente la expresion de
las ciclinas D1, D2 y B asi como del proto-oncogen myc y por lo tanto promueve la
proliferacion celular [65-68]. Adicionalmente, al inducir la expresion de genes
antiapoptéticos tales como BCL2 y BCL2L1, STAT3 promueve la sobrevivencia celular
[67-69]. De esta manera, la sefalizacién de IL-6 y STAT3 ha sido asociada a la
tumorogénesis de pulmon, higado, estémago, colon y pancreas [65-69]. Por otro lado, es
completamente aceptado que la inflamacién cronica induce inestabilidad genémica por
varios mecanismos entre los que destacan: la sobre-expresién de proteinas con el
potencial de inducir mutaciones (tales como citidin deaminasas), mediada por la
sefializacion de varias citocinas inflamatorias que incluyen: TNF, IL-1p, IL4, IL13 y TGFp
[70-73] y el dafio al DNA producido por especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
secretadas por macrofagos y neutrofilos tisulares [74-76]. Por ejemplo, se sabe que la
bacteria Helicobacter pylori, principal agente causal de cancer gastrico, estimula al epitelio
gastrico a secretar IL8, la cual atrae y activa a neutréfilos y macréfagos favoreciendo un
microambiente poblado de leucocitos y altas concentraciones de citocinas pro-
inflamatorias tales como TNF-qa, IL-6, IL-1B e IL-12 [77]. Neutrdéfilos y macrofagos liberan

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que inducen mutaciones en la mucosa gastrica.
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Aunque todos los virus oncogénicos mantienen infecciones persistentes, el papel de la
respuesta inflamatoria en la carcinogénesis estd menos entendido. La inflamacién
inducida por HBV y HCV correlaciona con necrosis y regeneracion del tejido que
eventualmente progresa a lesiones pre-neoplasicas como esteatosis, fibrosis y cirrosis; se
ha observado que durante estos eventos, el higado presenta un infiltrado importante de
células inmunes que secretan grandes cantidades de citocinas inflamatorias entre las que
destacan TGF-f e IL-1p [78], las cuales podrian tener un papel importante en el desarrollo

del cancer hepatico [79, 80].

La otra via principal de carcinogénesis indirecta es la inmunosupresion que reduce o
elimina la vigilancia inmune anti-tumoral que en condiciones normales permite eliminar a
las células alteradas y potencialmente tumorales [64]. El ejemplo mejor entendido de
oncogénesis a través de inmunosupresion se relaciona al virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) [81]. Pacientes con infeccién no controlada y baja cuenta de linfocitos T
citotoxicos frecuentemente desarrollan tumores, entre los cuales se encuentran: linfomas
positivos a EBV, linfomas y sarcomas positivos a KSHV, carcinomas de cérvix, cabeza y
cuello producidos por HPV vy el carcinoma de células de Merkel causado por MCPV [82].
Debido a estas caracteristicas, VIH esta clasificado como carcinogénico indirecto. Notese
gue aun en neoplasias asociadas a inmunosupresion, el mecanismo de transformacion de

EBV, KSHV, HPV y MCPV sigue siendo directo.

1.5 Virus oncomoluladores

Existe evidencia de que agentes infecciosos virales no sélo participan en el proceso
carcinogénico, sino que también modulan el curso bioldégico de un tumor ya establecido.
El término oncomodulador fue postulado por el grupo de Jindrich Cinatl Jr. para describir

el papel de HCMV en la progresion tumoral [83]. HCMV es un herpesvirus ubicuo cuya
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prevalencia mundial se encuentra entre 50 a 100% en la poblaciéon adulta, la infeccién
normalmente es asintomatica y solo en condiciones de inmunosupresion produce

enfermedad [84, 85].

A la fecha no existe evidencia que HCMV sea capaz de participar en el proceso de
transformacién, no obstante, puede infectar células tumorales y modular el proceso
maligno a través de la expresion de genes virales que afectan vias de sefializacion
relacionadas con procesos celulares como proliferacion, sobrevivencia, angiogénesis,
invasividad y la respuesta inmune al tumor, de manera que la agresividad del tumor se ve
importantemente incrementada [86-90]. EI mejor ejemplo conocido es su participacién en
gliomas de alto grado que es un cancer de cerebro de extremadamente mal prondstico; el
genoma y proteinas de HCMV han sido encontrados con mayor frecuencia en gliomas
que en otros tumores del sistema nervioso central y que en muestras de cerebro de otros
padecimientos como epilepsia, sin embargo, se ha establecido que aunque HCMV reside
en el tumor, soélo infecta una fraccion de las células tumorales y no presenta

monoclonalidad, por lo que no participa en la carcinogénesis [91-93].

1.6 Infecciones virales en el desarrollo de la LAL Infantil. Hipotesis y evidencias.

La hipdtesis sobre una etiologia infecciosa de la leucemia infantil fue planteada por
primera vez hace varias décadas. La propuesta inicial surgié con base en conocimientos
previos sobre otros canceres infecciosos: la mayoria de las leucemias espontaneas que
ocurren en animales domésticos (aves, gatos, vacas) tienen un origen viral; la
leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL por sus siglas en inglés) es causada por el
retrovirus HTLV1 y EBV es el agente etiolégico del linfoma de Burkitt (revisado en [94]). A
pesar de que a la fecha no se ha podido demostrar la participacién de algun o algunos

agentes infecciosos en particular, tres diferentes hipotesis -propuestas de manera
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independiente- continian estando vigentes en la base de estudios epidemiologicos y
sociodemograficos que han arrojado evidencias sobre la posible participacién de agentes

infecciosos en la leucemogénesis infantil [95-97].

1.6.1 Hipotesis de la infeccion tardia de Greaves

Greaves propuso el involucramiento de agentes infecciosos en la etiologia de la leucemia
infantil hace mas de 20 afos [95]. El planteamiento mas reciente de su hipodtesis incluye
un modelo de la historia natural de la LLA minimo de dos eventos oncogénicos, segun el
cual, un primer evento ocurriendo in utero forma una clona pre-leucémica, la cual requiere
al menos un evento carcinogénico secundario posnatal para desencadenar la
transformacién maligna, de acuerdo a la hipotesis de la “infeccién tardia”, el segundo
evento oncogénico podria ser promovido indirectamente por la exposicion retardada a un
agente infeccioso que cause una respuesta inmune descontrolada y promueva la

proliferacion anormal maligna de la clona pre-leucémica (fig. 3) [2].

Un numero de trabajos que mostraron mayor riesgo de desarrollar leucemia en nifios
primogénitos, unigénitos y que no son atendidos en guarderia en comparacién con
aquellos fuera de estos grupos, han sido asumidos como evidencia de la hipotesis, al
considerar que, al tener menor contacto con otros nifios y potencialmente menor
frecuencia de exposiciones a agentes infecciosos, la probabilidad de presentar la

enfermedad aument6 [98-102].

Sin embargo, otros estudios no han mostrado total apoyo a la hipétesis de Greaves. Datos
del grupo de estudio de Ma y colaboradores indicaron que la asistencia a guarderia y las
infecciones en el oido ocurridas en infantes se asociaron con menor riesgo de LAL, sin

embargo esto solo fue cierto para nifios no-hispanos [103].
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Fact
Susceptibilidad actores

genética: ambientales:
Translocaciones Radiacion
Aneuploidias Quimioterapéuticos
Sindrome de Down Campos

. . electromagnéticos
Anemia de Fanconi g

Pesticidas

Ataxia telangiectasia
¢INFECCIONES?

pre-natal post-natal LAL

Figura 3. Modelo sobre la etiologia de la LAL. Un evento oncogénico pre-natal induce susceptibilidad genética
que conduce a la formacién de una clona pre-leucémica; este evento es necesario pero no suficiente para el
desarrollo de la enfermedad, se requiere de eventos oncogénicos post-natales los cuales son dados por
factores ambientales. Se ha propuesto -a partir de evidencias epidemioldgicas- que eventos de infeccion

podrian estar involucrados.

Debe considerarse que la propuesta de Greaves esta dirigida a la forma comun de LAL
(células B progenitoras, CD10+), la cual comprende la mayoria de los casos de LAL en el
grupo de 2 a 5 afios de edad observados en paises desarrollados o comunidades
afluentes que han mejorado sus condiciones de vida y han llegado a ser “mas higiénicas”,

por lo tanto, las infecciones relevantes deberian ocurrir en los dos primeros afios de vida.

A través de comparaciones internacionales se ha identificado que existen variaciones en
los picos de LAL infantil, el pico mencionado de 2 a 5 afios es ausente o reducido en
africanos negros y otras comunidades en desarrollo [104-106]. En México, por ejemplo,
han sido reportados dos picos importantes, el primero de 2 a 3 afios y el segundo de 6 a 9
afios [107]. Un estudio epidemioldgico reciente llevado a cabo en nifios con Sindrome de
Down residentes de la Cuidad de México, mostré que infecciones graves que requirieron
hospitalizacion en el primer afio de vida, fueron asociadas al mayor riesgo de desarrollar

leucemia [108]. Una posible interpretacién de estos resultados y de otros estudios que
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han mostrado que las infecciones en el primer afo de vida representan factores de riesgo,
es que dichas infecciones podrian estar participando como factores promotores y no como
protectores en la leucemogénesis. En principio, ello puede significar que para estas
poblaciones, la etiologia infecciosa de la leucemia podria ser distinta a lo que ha sido

propuesto por Greaves.

1.6.2 Hipotesis de las mezclas poblacionales de Kinlen

Picos de leucemia y linfoma no-Hodgkin infantiles fueron observados a principios de la
década de los 80s en Cumbria, Inglaterra [109], y en Dounreay, Escocia [110]; la nocion
general fue que tal aumento debia ser consecuencia de contaminacion radiactiva emitida
por las plantas nucleares, la cual deberia estar causando mutaciones somaticas o en
linea germinal que produjeran el cancer; sin embargo, no hubo evidencia de fugas de
radiactividad o asociaciones epidemioldgicas que mostraran mayor riesgo ocupacional

parental (Committee on Medical Aspects of Radiation in the Environment, 1986); [111].

Kinlen propuso que los casos de leucemia observados podrian ser un resultado de la
inusual mezcla poblacional que ocurria a consecuencia de las migraciones de los
trabajadores y sus familias que se movilizaban para laborar en las plantas nucleares, e
hipotetizé que un agente infeccioso comun pero no identificado podria estar involucrado
[96, 112]. De acuerdo a su propuesta, los casos de leucemia infantil serian una rara
respuesta de los individuos aislados no infectados y por lo tanto susceptibles ante un

agente infeccioso acarreado por los recién llegados.

A partir de la extrapolacién de leucemias de origen viral en animales, un subtipo de
leucemia en adultos y al considerar que la leucemia infantil no es una enfermedad
contagiosa, Kinlen ha propuesto que el agente involucrado podria ser un virus comun

provocando una respuesta no comun [113].

21



Kinlen probd su hipdtesis en una zona rural de Escocia que habia recibido gran afluencia.
Los resultados del estudio mostraron un aumento significativo en los casos de leucemia
en nifios menores de 5 afos [96]. Otro de sus trabajos mostré que el exceso de leucemia
observado fue mas elevado en el rango de 0 a 4 afios y predominantemente alto en nifios
menores de 1 afo, lo que sugiere una infeccién durante el embarazo [114]. A la fecha
Kinlen y su grupo de trabajo han dirigido diferentes estudios principalmente en Gran
Bretafia y Escocia y han observado un significativo incremento en los casos de leucemia
infantil durante eventos de mezclas entre poblaciones rurales y urbanas a gran escala y

en patrones de contacto inusuales en diferentes comunidades [114-118].

Sin embargo, algunos estudios no han dado sustento a la hipétesis de Kinlen, entre ellos
se encuentra el trabajo de Laplanche & de Vathaire [119]; este estudio incluy6 todas las
comunidades francesas y cubri6 el periodo entre 1968 y 1990 durante el cual ocurridé un
rapido incremento en la poblacién (el cambio en el tamafo de la poblacion fue utilizado
como indicador de la mezcla poblacional). De acuerdo a los resultados, durante el periodo
mencionado, la mortalidad por leucemia en nifios o adultos jovenes menores de 25 afios
fue ligeramente mas baja que la frecuencia esperada y no hubo diferencias en el riesgo
de acuerdo al incremento del tamafio de la poblacién. Otro trabajo que no apoyd la
propuesta de Kinlen fue el de Koushik y colaboradores; fue realizado en Ontario, Canada
e incluyé casos de leucemia registrados entre 1978 y 1992. Como en el anterior, el
crecimiento poblacional fue utilizado como indicador de eventos de mezclas
poblacionales. Los resultados mostraron que el crecimiento de la poblacion fue asociado
con una alta incidencia de leucemia pero so6lo en zonas rurales y no en zonas urbanas

[118].

Aunque no todos los estudios llevados a cabo en areas de mezclas poblacionales han

correlacionado con “clusters” de leucemia, es relevante que la mayoria si han encontrado
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asociaciéon. De acuerdo a sus observaciones, Kinlen ha propuesto que en los casos de
influjo poblacional, los adultos son los principales transmisores del agente infeccioso y
que una rara respuesta seria mas probable cuando mas virgen sea el sistema inmune, de
esta manera la mezcla poblacional podria ser responsable de los casos de leucemia
vistos incluso en el primer afo de vida [113]. El autor no ha asociado su hipdtesis a un
subtipo particular de la enfermedad y ha interpretado que todos los tipos de leucemia

infantil podrian tener una causa comun [113].

1.6.3 Hipotesis de la leucemogénesis viral directa de Smith

Como ya se ha mencionado, desde la publicacién de la hipotesis de la infeccion tardia de
Greaves [95], un cuerpo importante de estudios epidemioldgicos realizados por diferentes
grupos le dieron apoyo. Sin embargo, para un conjunto de investigadores, entre ellos

Malcom Smith, la propuesta no fue completamente convincente.

Smith sefalé que de acuerdo a la hipétesis de la infeccion tardia, en nifios que se
enfrentaran a infecciones desde el primer afo de vida (paises en desarrollo), la exposicion
al agente deberia tener un bajo/nulo potencial leucemogénico, mientras que en nifios que
se infectaran a partir del segundo afo de vida (paises desarrollados) la exposicion al
mismo agente seria potencialmente leucemogénico. Este escenario parecid poco
probable al investigador sobre todo para los nifios de 2 y 3 afios, los cuales representan la
mayoria del subgrupo de edad 2-5 afos y sugiri6 que debia haber mecanismos
alternativos por los cuales la infeccidn condujera a leucemia y que pudieran incluso

explicar leucemias del lactante [97].

En 1997 en su publicacién: Considerations on a possible viral etiology for B-precursor
acute lymphoblastic leukemia of childhood, propuso una nueva hipétesis [97]. La hipétesis

de Smith postulé que el proceso infeccioso que conduce a leucemia ocurre desde la vida
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intrauterina a partir de la transmision de la madre al feto en mujeres seronegativas o en
aquellas en que ocurre un evento de reactivacién del agente durante el embarazo. La
hipdtesis no descarta la posible participacion de infecciones que ocurren durante el primer
afo en hijos de madres seronegativas que no transmitieron anticuerpos a sus hijos. De
acuerdo a la hipétesis de Smith, el agente infeccioso actiua a través de un mecanismo
directo infectando al linfocito B e iniciando el proceso de transformacion celular, el cual es

completado con eventos oncogénicos secundarios durante la vida posnatal.

Al considerar que hasta el 30% de los casos de LAL-B se asocian a hiperdiploidia, Smith
hipotetizé que el agente implicado debia ser un virus, ya que para estos agentes se han
descrito una variedad de mecanismos que promueven inestabilidad gendmica.
Adicionalmente, el virus debia tener la capacidad de atravesar la placenta e infectar
linfocitos B, tener potencial oncogénico limitado y no causar anormalidades severas ya
que la LAL no se ha asociado a otros canceres o malformaciones (revisado en [97]). El
poliomavirus JCV (los nombres de los poliomavirus provienen de las iniciales de los
pacientes de los cuales fueron aislados por primera vez) fue propuesto como un potencial

candidato en virtud de presentar todas las caracteristicas anteriormente descritas.

Con base a la propuesta original de Smith, la nocion de un mecanismo oncogénico directo
en la etiologia de la leucemia infantil se ha extendido para considerar que la infeccion con
algun agente transformante podria ocurrir en cualquier momento previo a la aparicion de
la enfermedad; en este sentido, el evento de infeccidn no es necesariamente el primer
evento oncogénico. A la fecha, diferentes agentes virales han sido buscados en células
leucémicas (tabla 2). Los primeros estudios evidentemente se enfocaron en la deteccion
de poliomavirus. Uno de ellos evalud la presencia del genoma viral de JCV y BKV en 15
muestras con diagnéstico de novo de LAL pre-B [120]. En el segundo estudio se

incluyeron 25 muestras y se examiné la presencia del genoma viral de JCV, BKV y SV40
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[121]. En ambos estudios, la busqueda se realizé mediante PCR (punto final y tiempo real

respectivamente) sin encontrarse la presencia de algunos de los virus en ninguna muestra

(tabla 2).
Tabla 2. Busqueda de virus en leucemia infantil.
Virus Subtipo de | Edad Tipo de | Método de | N Ref.
leucemia (afos) muestra busqueda

Poliomavirus LAL-B 1-12 MO o SP PCR punto final 15 [120]
JVC y BKV
Poliomavirus LAL-B 2-5 MO PCR tiempo real 25 [121]
JVC,BKVy
SV40
Poliomavirus LAL-B 0.75-17 SP neonatal | PCR anidada 50 [122]
JVC y BKV LAL-T Archivada 4
Herpesvirus EBV | LAL-B 0.75-17 SP neonatal | PCR anidada 50 [123]
y HHV-6 LAL-T archivada 4
Herpesvirus LAL-B 1.5-13 MO or SP Southern blot 47 [124]
EBV, HHV-6, -7 (EBV) vy PCR
y-8 convencional y

tiempo real (HHV-6,

-7 and -8)
Parvovirus B19 LAL-B 0.75-17 SP neonatal | PCR anidada 50 [125]

LAL-T Archivada 4
Retrovirus BLV LAL <16 MO and SP Southern blot 131 [126]
Annelovirus TT LAL NE MO, SP vy | PCR anidada, dot | 28 [127]
LCR blot y
Southern blot

Abreviaturas: MO: médula 6sea. SP: sangre periférica. LCR: liquido céfalo raquideo. NE: No especificado.

Otros agentes que se presentaron como candidatos importantes fueron los herpesvirus en
funcion de su potencial transmisién desde los primeros meses de vida e incluso in utero e
importantemente, debido a la conocida capacidad transformante de algunos de sus
miembros (EBV y KSHV) a través de la induccién de inestabilidad genética entre otros
mecanismos. Mackenzie y col. se enfocaron en rastrear los genomas de los herpesvirus
humanos HHV-4 (o EBV), -6, -7 y -8; analizaron 20 muestras de sangre periférica o

médula 6sea mediante Southern blot (EBV) y mediante PCR convencional y tiempo real
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(HHV-6, -7 y -8). Siete muestras fueron positivas para algunos de los herpesvirus, sin
embargo, la baja carga viral indico que los virus no estaban presentes en cada célula

leucémica y por lo tanto que no formaron parte de la lesion inicial [124].

Con base en la hipotesis de una posible infeccion durante la vida intrauterina,
poliomavirus y herpesvirus han sido examinados también a través de estudios
retrospectivos que se han dirigido a analizar su presencia en muestras de sangre
neonatales de nifios que desarrollaron leucemia; a través de estas estrategias no se han

detectado muestras positivas a alguno de los agentes [122, 123, 125].

El presente trabajo esta basado en la propuesta original de Smith sobre el papel directo
de virus oncogénicos en el desarrollo de leucemia infantil [97]. Consideramos que la lista
de virus candidatos es grande, sin embrago, los que hemos elegido presentan ciertas
caracteristicas que los hace especialmente atractivos para nuestra investigacion, dichas

caracteristicas son descritas en los siguientes apartados.

1.7 Virus oncogénicos candidatos en el desarrollo de LAL Infantil

1.7.1 Familia Herpesviridae

EBV, también conocido como HHV4 (del inglés, Human Herpesvirus type 4), se encuentra
presente en individuos sanos, en un porcentaje de entre 90 - 95% de la poblaciéon mundial
adulta. De manera importante para nuestro estudio, se conoce que EBV puede adquirirse
desde los primeros afios de vida e incluso durante el embarazo [128-132]. EBV es
considerado carcinogénico tipo 1. De acuerdo a la Agencia Internacional para la
investigacion en cancer (IARC, por sus siglas en inglés), los agentes carcinogénicos tipo 1

son aquellos que sin lugar a dudas, causan cancer en humanos [133].
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EBV ha sido asociado a varios canceres entre los que destacan linfomas de células B y
carcinoma nasofaringeo [134-136]; de hacer notar, las células blanco de Ia
leucemogénesis en LAL son también el principal blanco de infeccién primaria y residencia

de EBV [136].

EBV presenta una gama de oncogenes, entre los que se encuentran la proteina de
sefalizacion LMP1 que en estudios in vitro ha mostrado su capacidad para establecer
lineas celulares linfoblastoides [137, 138]; y el factor de transcripcion EBNA1, el cual es
capaz de promover inestabilidad gendémica [139, 140]. Los principales mecanismos de
oncogenicidad de EBV incluyen activacion de programas de crecimiento de células B,

evasion inmune e inactivacion de genes supresores de tumores [141].

Citomegalovirus humano o Herpesvirus Humano tipo 5 (HHV5 por sus siglas en inglés) es
también un herpesvirus ubicuo. La frecuencia de infeccion varia entre el 50 y el 100% en
adultos [83]. Es el virus mas frecuentemente transmitido de la madre al feto, al que puede
causar enfermedad grave o fatal bajo ciertas condiciones; puede también ser transmitido

a través de la leche materna [142].

En los ultimos afios, diferentes grupos de investigacion se han concentrado en dilucidar
su papel en la carcinogénesis. Actualmente se considera que HCMV es capaz de regular
el proceso neoplasico y el término con el que se le refiere es el de oncomodulador, ello
significa que HCMV puede infectar células tumorales y modular sus propiedades malignas
en una forma que no involucra la transformacion directa [90]. Desde esta perspectiva
HCMV ha sido asociado con diferentes tipos de malignidades que incluyen glioblastomas,
leucemias, osteosarcomas, cancer de colon y otros [143-145]. Las funciones
oncomoduladoras encontradas en estas neoplasias incluyen: el bloqueo de la apoptosis,

la estimulacion de factores de crecimiento, la inhibicion de genes supresores de tumores y
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de manera importante para nuestro estudio, la induccion de dano cromosomico e

inestabilidad genética.

El herpesvirus humano tipo 6 (HHV6, por sus siglas en inglés), incluye dos variantes
cercanamente relacionadas denominadas HHV-6A y HHV-6B. Es un virus ubicuo presente
desde los primeros afos de vida, de hecho se ha estimado que durante el primer ano
virtualmente todos los nifios son infectados [146, 147]. Presenta tropismo variado,
destacan la infeccibn en linfocitos T y células precursoras hematopoyéticas
comprometidas a diferentes linajes, ambas representan su principal sitio de residencia

[148].

Desde 1986, afio en que fue aislado, ha sido asociado a diferentes malignidades
hematoldgicas entre las que se encuentran linfomas Hodgkin y no Hodgkin y leucemias
agudas principalmente infantiles [149]. Varios estudios han explorado la asociacion entre
HHV6 y leucemia infantil, en dichos estudios, los analisis se han realizado a través de la
comparacién de niveles de anticuerpos, mostrandose resultados heterogéneos en los
distintos trabajos [150-152]. Por ejemplo, Salonen et al encontraron un mayor porcentaje
de anticuerpos IgM anti HHV6 en nifios con leucemia al ser comparados con controles,
sugiriendo la participacion de la infeccion en el origen de la enfermedad [152]. Sin
embargo, el trabajo de Levine et al no mostré diferencias significativas en los titulos de
anticuerpos anti HHV6 en 50 niflos con LAL pareados por sexo y edad con sujetos
controles [150]. No obstante, de manera interesante, estudios in vitro han mostrado que
HHVG6 tiene la habilidad de transformar fibroblastos de la linea celular NIH 3T3 asi como
keratinocitos epidermicos [153, 154]. También se ha mostrado que la proteina ORF1 de

HHV6 es capaz de inactivar p53 [155].
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Se ha propuesto de los herpesvirus a menudo actuan en concierto para potenciar sus
efectos patogenicos en padecimientos como sindrome de fatiga cronica, mononucleosis

infecciosa y enfermedad linforproliferativa post-transplante [156-160].

1.7.2 Familia Retroviridae

HTLV1 (del inglés Human T-leukemia/lymphoma virus-1) es un delta-retrovirus, y
constituye el primer miembro de la familia Retroviridae directamente asociado a cancer en
humanos, la leucemia/linfoma de células T del adulto (ATL por sus siglas en inglés) [46,
161, 162]. La demostracion de la participacion de este agente en la etiologia de la ATL se
inicio con el aislamiento de particulas virales de cultivos primarios y establecidos a partir
de células lecémicas de pacientes con ATL [46]. La caracterizacion de las particulas
virales y el genoma viral permitié mostrar que el DNA proviral estaba presente en sangre
periférica y células leucémicas de pacientes pero ausente en sujetos sanos [161]. La
demostracion de la integracidn monoclonal del provirus en células leucémicas sugirio
fuertemente que la infeccién por HTLV1 era un pre-requisito para el desarrollo de ATL y

por lo tanto confirmé su asociacion causal a la enfermedad [162].

HTLV1 es considerado un virus endémico de Japodn, paises de la costa occidental
africana, Centroamérica y el Caribe [46]. Aunque hay pocos estudios, se ha documentado
su ausencia en México [163, 164]. Existen 3 modos de transmision del HTLV1
demostrados: contacto sexual, via intravenosa y via leche materna [165]. Se sabe que in

vivo es capaz de infectar linfocitos T, B y células dendriticas [166].

Los mecanismos oncogénicos de HTLV1 no estan completamente entendidos, sin
embargo, diferentes trabajos han mostrado que la participacion de la proteina

transactivadora Tax de HTLV1 podria ser crucial en el proceso de transformacion ya que

29



es capaz de estimular continuamente la proliferaciéon de células infectadas in vitro y de

promover inestabilidad gendémica [167, 168].

MMTYV (del inglés Murine Mammary Tumor Virus) es un retrovirus, asociado con el 90%
de los tumores mamarios en el ratén (revisado en [169]). En los ultimos afos, diferentes
grupos de investigacion se han enfocado en la identificacion de un homdlogo en el
humano que pudiera estar asociado a casos de cancer de mama encontrandose
resultados muy variables [169-173]. Aunque es todavia controversial si el virus esta
realmente asociado a la malignidad, algunos grupos ya se refieren a dicho agente como

HMTV (del inglés Human Mammary Tumor Virus) aludiendo a su origen humano.

MMTV es un betaretrovirus, como todos los miembros de la familia Retroviridae, su
genoma presenta en los extremos elementos regulatorios de la transcripcion
denominados LTRs (del inglés Long Terminal Repeats). Interesantemente, se ha
mostrado que dichos LTRs presentan elementos de respuesta a glucocorticoides vy
progesterona, los cuales causan aumento en la transcripcion viral durante embarazo y
lactancia [174]. En el ratén, MMTYV tiene dos rutas de transmisién, una es a través de la
leche materna y otra es a través de la herencia de copias enddgenas del retrovirus [175,
176]. El epitelio mamario es el ultimo blanco de la infeccion por MMTV, siendo los
linfocitos T y B los principales reservorios del virus y de hecho son los medios por los que
MMTV llega al epitelio mamario [177]. Por las razones expuestas anteriormente,

consideramos a MMTV como otro candidato a participar como etiolégico de LAL.

En resumen, varios estudios sugieren una asociacion entre agentes infecciosos y LAL
infantil. Hablando exclusivamente de la Cuidad de Meéxico, la alta incidencia de
infecciones y LAL en los primeros afios de vida no parecen poder ser explicados por la

hipétesis de la infeccion tardia de Greaves. Un estudio epidemiologico reciente mostré
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que infecciones graves que requirieron hospitalizacién en el primer afio de vida fueron
asociadas al mayor riesgo de desarrollar leucemia en nifios con Sindrome de Down [108].
En este contexto, dichas infecciones podrian estar participando como factores promotores

de la leucemogénesis.

En la actualidad se reconoce que agentes virales son capaces de promover inestabilidad
gendmica y procesos carcinogénicos a través de distintos procesos. Varias especies de
virus ya han sido directamente asociados a diferentes tipos de leucemia en animales y
HTLV1 se reconoce como el agente etiolégico directo de la leucemia/linfoma de células T

del adulto.

Los herpesvirus EBV, HCMV y HHV®6 vy los retrovirus HTLV1 y MMTV se presentan como
candidatos importantes en la etiologia de la LAL infantil al considerar sus caracteristicas
de ser adquiridos muy temprano en la vida (in utero, parto, lactancia), presentar tropismo
por linfocitos B y T y estar asociados a inestabilidad gendmica. Importantemente, EBV,

HTLV1 y MMTV son agentes oncogénicos directos demostrados.
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2. JUSTIFICACION

Este estudio nos permitira conocer si las infecciones por los virus mencionados participan
en la aparicion de la LAL infantil y si dichas infecciones se asocian a los re-arreglos
génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4. Esta investigacién nos dara pautas para dilucidar los
mecanismos que estan involucrados en la etiologia de la leucemia; potencialmente
permitira identificar a la poblacion que se encuentre en un mayor riesgo y diseiar

estrategias terapéuticas para la poblacion enferma.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar la participacion de infecciones de los herpesvirus EBV, HCMV y HHV6 y los

retrovirus HTLV1 y MMTV en la aparicion de la LAL infantil y su asociacion a los re-

arreglos génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4.

Objetivos particulares:

1.

Obtener controles de deteccion mediante cultivo e infeccion de lineas celulares y a

través de clonacion de fragmentos génicos virales.

Estandarizar las técnicas de deteccion de genomas de herpesvirus y retrovirus

mediante PCR estandar y PCR anidada.

Identificar secuencias gendmicas de los herpesvirus EBV, HCMV y HHV6 en

muestras de médula ésea de niflos con diagndstico de novo de LAL.

Identificar secuencias genémicas de los retrovirus HTLV1 y MMTV en muestras de

meédula 6sea de niflos con diagndstico de novo de LAL.

Medir la asociacion entre las infecciones virales y la presencia de los re-arreglos

génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4 en nifios con LAL.
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4. MATERIALES Y METODOS

ESTRATEGIA GENERAL

Obtencion de DNA control: Estandarizacion técnicas de

Cultivo celular deteccidn:
Infeccion de linfocitos ] Disefio de iniciadores
Clonacion de fragmentos génicos Estandarizacién PCRs
virales

Establecimiento de limites de
Obtencidon de linfocitos de ratdn deteccion

:

Obtencion de muestras bioldgicas:
Aspirado de MO y Dx de LAL
Obtencioén de leucocitos de MO
Purificacion del DNA
Evaluacion de la calidad del DNA
Amplificacién de B-actina

:

Deteccion de genomas virales

Rastreo de genomas de herpesvirus
por PCR estandar y anidada

Rastreo de genomas de retrovirus
por PCR estandar y anidada

Secuenciacdn de muestras positivas

Analisis estadisico
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4.1 Declaracion de ética. Este estudio fue aprobado por los comités de ética e
investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS): Comision Nacional de
Investigacién Cientifica y Comité de Etica en Investigacién (anexo 1). Antes de la
recoleccion de muestras los padres de los pacientes candidatos fueron informados sobre
la naturaleza del estudio y aquellos que estuvieron dispuestos a participar, firmaron una
carta de consentimiento informado (anexo 2). Los nifios mayores de 10 afios también

firmaron una carta de asentimiento (anexo 2).

4.2 Pacientes y muestras biologicas

Hospitales participantes

- Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI
- Hospital General del Centro Médico Nacional La Raza
- Hospital Infantil de México Federico Gomez

- Hospital Juarez de México

- Hospital Pediatrico Moctezuma

Criterios de inclusion:

- Nifos de entre 0 y 17 afios
- Con diagnostico de LAL-B o LAL-T
- Que no hubieran recibido tratamiento

- Capturados durante el periodo del 1° de enero de 2010 al 30 de agosto de 2012

Los casos reclutados en este estudio pertenecen al Grupo Mexicano Interinstitucional
para la Identificacion de las Causas de la Leucemia Infantil (MIGICCL por sus siglas en
inglés), miembro del “Childhood Leukemia International Consortium” (CLIC) desde 2012.

Durante el periodo del estudio hubo 589 pacientes pero so6lo 70 de ellos (66 nifilos con
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diagndstico de LAL-B y 4 nifios con diagnéstico de LAL-T) pudieron ser incluidos en el
estudio. Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes fueron extraidas de

los expedientes médicos y son resumidas en la tabla 5.

Muestras de médula 6sea fueron obtenidas mediante aspirado para establecer el
diagnostico de LAL a través de estudios morfolégicos y de inmunofenotipo. El estudio
morfolégico implica, el conteo de al menos 25% de células leucémicas en la muestra de
médula ésea, un porcentaje inferior no es compatible con la definicién de LAL. El estudio
de inmunofenotipo se refiere a la caracterizacion de marcadores expresados por las
células leucémicas, se realiza mediante citometria de flujo y de acuerdo al resultado se
establece la clasificacion inmunoldgica de LAL (tabla 3). Aproximadamente 2 ml de
meédula 6sea colectada en solucion de citrato de sodio 0.1 M (Teknova, Hollister, CA)
como anticoagulante fueron utilizados para obtener las células mononucleares mediante
separacién por centrifugacion utilizando el reactivo Histopaque-1077 (Sigma, Steinheim,

Germany); posteriormente se realizd cuenta viable por exclusion con azul tripan.

Tabla 3. Clasificacion de la LAL de acuerdo a la expresion de marcadores

Subtipo de LAL Marcadores

pre-B temprana CALLA+ | CD19+, CD10+, CD20+, Igc-, 1gS-

pre-B CD19+, CD10+, CD20+, Igc+, IgS-
Célula B CD19+, CD10+, CD20+, Igc-, IgS+
Célula T D79a, CD7+, CD5+, cyCD3+

* CALLA (Del inglés common acute lymphoblastic leukemia antigen) se refiere al receptor CD10. CD Del
inglés, cluster of differentiation. IgC, inmunoglobulina citoplasmica. IgS, imunoglobulina de superficie. +

significa que el marcador puede estar o no presente.
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4.3 Obtencion del DNA control.

4.3.1 Cultivo celular

Las lineas celulares Raji y Ramos (amablemente proporcionadas por el Dr. Mario Vega,
Hospital de Oncologia, CMN SXXI) fueron utilizadas como controles positivo y negativo
respectivamente en la detecciéon de EBV. Ambas fueron cultivadas en medio RPMI
advanced suplementado con suero fetal bovino al 10% (ATCC, 30-2020), HEPES 1X
(Gibco, Carlsbad, CA) y antibiético/antimicético 1x (Gibco, Grand Island, NE). Este y los
otros cultivos celulares aqui descritos se mantuvieron a 37°C en una atmésfera de CO, al
5%. Como control positivo en la deteccion de HTLV1 se utilizé a la linea celular comercial
MJ (ATCC, CRL-8293), la cual fue cultivada en medio IMDM (ATCC, 30-2005)
suplementado con suero fetal bovino (ATCC, 30-2020) al 20% y antibidtico/antimicético 1x
(Gibco, Grand Island, NE). Para obtener DNA control del virus HHV®6, la linea celular
MOLT3 (ATCC, CRL-1552) permisiva a la infeccion de HHV6 [178] fue propagada en
medio RPMI (ATCC 30-2001) suplementado al 10% con suero fetal bovino (ATCC, 30-
2020) y antibidtico/antimicoético 1x; durante su fase de crecimiento exponencial, las células
fueron infectadas con particulas virales de HHV6 de la cepa Z29 (ATCC, VR-1467), a los
21 dias de cultivo post infeccion y habiéndose observado el efecto citopatico desde el
séptimo dia post-infeccion, las células fueron cosechadas; el DNA fue aislado y una
region del genoma viral fue clonado como se describe en el siguiente apartado. En todos
los cultivos celulares, el DNA fue extraido utilizando el kit comercial QlAamp DNA

extraction kits (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

4.3.2 Clonacion de fragmentos génicos virales

En la deteccion de HCMV, HHV6 y MMTV se utilizo6 DNA plasmidico como control

positivo; para ello, un fragmento del gen UL83 de HCMV, U94 de HHV6 o env de MMTV
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fue amplificado como se describe en la seccién de PCR estandar. El producto amplificado
fue purificado del gel de agarosa utilizando QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden,
NRW) vy ligado al vector pGEM T-easy (Promega, Madison, WI) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La generacion de bacterias competentes se realizé mediante
choque térmico e incubacién en medio rico en el catién divalente Ca?*. Brevemente:
bacterias E. coli de la cepa DH5a silvestres en fase de crecimiento exponencial fueron
inoculadas en medio BHI liquido sin antibidtico, se permitid el crecimiento del cultivo
durante toda la noche a 37° en agitacién constante, un indculo de este cultivo fue llevado
a medio SOC (anexo 3) sin antibidtico e incubado a 37° en agitacion durante 1.5 horas. El
cultivo fue incubado en hielo durante 10’ y posteriormente centrifugado, el boton celular se
resuspendié en medio TF1 (anexo 3), este procedimiento se realizé una segunda ocasion
pero resuspendiendo a las células en medio TF2 (anexo 3). El producto de ligacién
generado fue transformado en las bacterias competentes de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante del vector (Promega, Madison, WI). Las bacterias fueron
crecidas en medio BHI (Promega, Madison, WI) en presencia de ampicilina, IPTG y x-gal
(Promega, Madison, WI). Bacterias exitosamente transformadas (colonias blancas) fueron
sujetas a extraccion de DNA plasmidico utilizando el estuche comercial PureLink Quick
Plasmid Miniprep (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Plasmidos puros fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y EcoRIl (New
England BioLabs, Ipswich, MA) para linearizar el plasmido y liberar el inserto

respectivamente.

4.3.3 Obtencion de linfocitos de raton

En la deteccién de MMTV también se utiliz6 DNA procedente de bazo de ratén silvestre
de la cepa C57BL/6 (amablemente proporcionados por la Dra. Karina Chavez, Hospital de

Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI). Los animales fueron sacrificados por
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dislocacion cervical de acuerdo con las normas éticas establecidas en nuestro pais
(Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999) y a la Guia del NIH para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio. El bazo fue retirado en condiciones asépticas y las células de
bazo se recuperaron mediante el paso del érgano a través de una malla estéril en la que
los eritrocitos fueron lisados. El DNA fue purificado utilizando el QlAamp DNA extraction

kits (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4 Deteccion de genomas virales

4.4.1 Purificacion de DNA de las muestras

El DNA fue extraido de la fraccion de células mononucleares de médula ésea usando el
kit comercial QlAamp DNA extraction kits (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se cuantific6 usando un espectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y su calidad e integridad fueron evaluadas a
través de corrimiento electroforético y densidad o6ptica (cociente 260/280) y mediante la

amplificacion del gene enddgeno p-actina.

4.4.2 Diseino de iniciadores

Cuando no se usaron iniciadores previamente reportados en la literatura, estos fueron
disefiados usando el programa especializado Primer-BLAST [179]. Las secuencias molde
fueron siempre los genomas completos de los virus en estudio tomados de la base de
datos Nucleotide y fueron secuencias de referencia (RefSeq) con excepcion de los
iniciadores disefiados para la deteccion de MMTV, en cuyo caso, las secuencias molde
fueron regiones seleccionadas del genoma viral con baja homologia a secuencias
retrovirales endégenas humanas. Se utilizaron los siguientes parametros: Tamafio del

producto de PCR: 200-600 nucleétidos. Temperatura de fusion: Rango: 50-65°C,
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diferencia maxima entre iniciadores: 2°C. Tamafio del iniciador: Minimo: 15 bases,
Optimo: 20 bases, Maximo: 25 bases. Los otros parametros fueron los establecidos por
defecto. Los iniciadores generados por Primer-BLAST fueron sometidos a analisis de
formacion de horquillas, autodimeros y heterodimeros en el programa Oligo Analyzer
version 3.1 (Integrated DNA Technologies). Finalmente, para descartar su hibridacién a
secuencias humanas u otros organismos, los iniciadores fueron analizados en el
programa Standard Nucleotide BLAST usando la base de datos Nucleotide Collection

(nr/nt) en su version optimizada para secuencias de alta similitud (megablast) [179].

4.4.3 Estandarizacion de las PCRs

Todas las PCRs fueron estandarizadas en los siguientes parametros: gradiente de
temperatura de alineamiento, concentracion de MgCl, y de DNA. En cuanto al gradiente
de temperatura, el rango se situ6 alrededor de la Tm de los iniciadores y generalmente se
ubicé entre 50°C y 60°C. En relacion al MgCl,, las concentraciones del compuesto usadas
en los gradientes fueron: OmM, 1mM, 1.5mM, 2mM, 2.5mM, 3mM y 4mM. La
concentracion de DNA fue también optimizada a través de la realizacién de gradientes de
concentracion y se baso en la sensibilidad de las distintas reacciones. Una vez que se
conocieron las condiciones de amplificacion 6ptimas de cada una de las reacciones, se

llevé a cabo la deteccion de genomas virales en las muestras bioldgicas.

4.4.4 PCR estandar y anidada

Las PCRs estandar y anidada para la deteccion de secuencias génicas virales y para la
amplificacion del gen enddgeno B-actina fueron llevadas a cabo en un volumen final de 50
ul. Los componentes de la mezcla de reaccion fueron los siguientes: Buffer Tag 1x, MgClI2
1.5-2.5 mM (la concentraciéon de MgCl, fue optimizada para cada reaccién), 200 uM de

cada dNTP, 2.5U de Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 200 nM de
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cada primer (IDT technologies), 100 ng de DNA de las muestras o lineas celulares control
o 3.3X10° ng de DNA plasmidico control (PCR estandar) o 0.05 ul del producto de la
primera reaccion (dilucién 1:1000, PCR anidada). EI DNA plasmidico control se mezclo
con DNA gendmico de la linea celular Daudi con el fin de que la reaccion de amplificacion
corriera bajo una concentracién de DNA (masa/volumen) igual a las de las muestras. Los
programas utilizados incluyeron un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5’ y un
paso de extension final a 72°C por 10’. Los ciclos de amplificacion y los iniciadores
especificos para cada reaccion se describen en la tabla 4. Los productos de PCR fueron
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.8% tefiidos con bromuro de
etidio y se fotografiaron bajo luz ultravioleta utilizando el equipo ST4 Quantum

(VilberLourmat).

Tabla 4. Ciclos de amplificacion, secuencias de los iniciadores y tamafio esperado de los productos de cada

PCR.
Tamanio del
producto
Virus/ Tipo de Descripcion de los ciclos de amplificacién * Secuencias de los iniciadores esperado
B- actina PCR (5'—3) (pb)
EBV Estandar | 95°C/40 sec, 57°C/1 min, 72°C/1.5 min F CCATGTAAGCTTGCCTCGAG 236
(30x)
R GCCTTAGATCTGGCTCTTTG [180]
EBV Anidada 95°C/20 sec, 57°C/30 sec, 72°C/45 sec F CTTTGTCCAGATGTCAGGGG 104
(15x)
R GCCTGAGCCTCTACTTTT GG **
HCMV Estandar | 95°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min (35x) F AAGATGCGGTAGATGTCGTT 535
R CTGCGCTCTTCTTTTTCGAT **
HCMV Anidada 95°C/45 sec, 55°C/45 sec, 72°C/45 sec F TTCTGACCCTGAACCGTAG 302
(15x)
R CGACGAAGAACTCGTAACC **
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HHV6 Estandar | 95°C/1 min, 50°C/ min, 72°C/1 min (30x) F GTGCGCTATAAAATCGATAGC 516

R TGATTTCCGTTGTGTGTTTTCC **

HHVG6 Anidada 95°C/30 sec, 56°C/30 sec, 72°C/30 sec F GTCTCTTCGTATCCACGCG 358
(15X)
R CGTTCCCGTCGAAGAAATC **

HTLVA1 Estandar 1 | 95°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min (35x) F CGGATACCCAGTCTACGTGT 149

R CGATGGACGCGTTATCGGCTC [181]

Estandar 2 | 95°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min (35x) F TGTTCCCTACAAACGAATAG 378

R GTGTGAGAGTAGAAATGAGG **

HTLV1 Anidada 95°C/45 seg, 55°C/45 seg, 72°C/45 seg F ACAAGCGAATAGAAGAACTC 148
(15x)
R ATAAAGGAGGAGGACTGT **

MMTV Estandar 1 | 95°C/1 min, 53°C/1 min, 72°C/1 min (35x) F CGAGCTAAGCGATTC 284
R AGGTATGCCACAGAT **
Estandar 2 | 95°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min (35x) F CCTCACTGCCAGATC 666
R CATCTGCCTGTGTTAC ***
MMTV Anidada 95°C/45 seg, 50°C/45 seg, 72°C/45 seg F GTATGAAGCAGGATGGGTAG 317
(15x)

R ATAGTCGTAGGCAGAAGAG **

p-actin | Estandar | 95°C/1 min, 60°C/1 min, 72°C/1.5 min F CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG 670
(30x)
R TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA **

Abreviaturas: F: forward (sentido), R: reverse (antisentido). * Todas las corridas de amplificacién incluyeron un
paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos y un ciclo de extension final a 72°C por 10 minutos.
Las temperaturas de alineamiento fueron optimizadas para cada reaccién. ** Estos iniciadores fueron
disefados en nuestro laboratorio usando el programa primer-BLAST de “Basic Local Alignment Search Tool”

[179]. *** Secuencias modificadas de los iniciadores 2 y 4 reportados en la referencia [169].
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4.5 Secuenciaciéon de nucleoétidos

Los fragmentos génicos virales clonados se purificaron usando el estuche comercial
QIAquick gel extraction kit (Qiagen Hilden, Germany) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Secuenciacién automatizada directa de las cadenas sentido y antisentido fue
llevada a cabo usando el BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Aproximadamente 20 ng de DNA fueron utilizados en cada reaccion; el
programa incluyd un paso de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, un paso de
alineamiento a 50°C por 14 segundos y un paso de extensién a 60 ° por 4 min (25 ciclos).
Las muestras fueron analizadas en el equipo ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias obtenidas fueron examinadas usando el

programa Standard Nucleotide BLAST de Basic Local Alignment Search Tool [179].

4.6 Analisis estadistico

El poder estadistico del estudio fue calculado considerando el tamafo de muestra (N=70)
y la probabilidad de detectar genomas virales (que estuvieran presentes en todas o casi
todas las células tumorales y por lo tanto apoyaran un mecanismo de transformacion
directo) en al menos un paciente. Las frecuencias de infeccion hipotéticas fueron 10% y
5%. Se utilizo el paquete estadistico Epi Info version 7.1.240 (Centers for Disease Control
and Prevention, 1600 Clifton Rd. Atlanta, GA 30333, USA http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/).
Las razones de momios con intervalos de confianza al 95% fueron calculados para
identificar si las infecciones detectadas fueron asociadas a leucemia de alto riesgo,
recaida o muerte. La prueba estadistica U de Mann Whitney fue usada para comparar la
edad en meses y la cuenta de leucocitos con la infeccion. El paquete estadistico usado

para estos analisis fue Epidat versién 3.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Estandarizacion de las técnicas de deteccion

5.1.1 Diseino de iniciadores

Para la detecciéon de HCMV, HHV6, HTLV1 mediante PCR estandar y anidada asi como
para la deteccion de MMTV mediante PCR anidada, los iniciadores utilizados fueron
disefados en el laboratorio usando la herramienta de BLAST especializado primer-BLAST
[179] y el algoritmo Oligo-Analyzer de IDT. Para el caso de HHVG6, la secuencia molde se
generd a partir del alineamiento de los genomas de los dos subtipos virales (HHVGA y
HHV6B) que se han descrito. En la figura 4 se muestra el disefio de iniciadores en

herpesvirus representado por el virus HHVG.

a
Plot of gi|224020395|refINC_001664.2] vs gi|5733510|gblAF157706.1| &
== =t
~ /_,/
7 »
e N T P ST P T P P P ST . }|¥|/{
NC 001664 2 40 K 60 K 80 K 100 K 120 K 159,322
b
Range 1: 87207 to 128400 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
64652 bits(35010) 0.0 39184/41231(95%) 160/41231(0%) Plus/Plus
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€C >gi|224020395|ref|NC_001664.2| Human herpesvirus 6A, complete genome

141,765

AAGCTCTTAAATTTTTTGTATTCAGAGATCCATGTAATATTCCATGTAACGGGATGTTTTCAAGAATGGC
TCCCGTTAACATCGATTTTCCACATCCGGGTGGACCGATARAACTAACGGTGTTTTTTTTTCCTCCTCTG
TGGCTTAGCCACTGATATAATATGGTTCCTGCTAATATAGGGTCAAAAGACTGCAGACAGAACAGCTGGT
AAACCGGGTTTTCATAAATC TGAAAGTCAGTGTC TAT SRS T T T CCTAGTTGC
TCTTATTCTTTTTTTAGCTATAGATAGAGCCCTATGGATTAGCACGTCCCCGTGTGTTAGCGTCAACAAT
TGCATGTATGATCTAAT HlNCINMGISEE T C T TCCGTGACTATTCCGAGATCAGACAGCCATT
CGATGGTTCCCAGARATTTAGATTTTAAAGATAT CCCGTTAATCCCAT CCTTTGGAAACAGCATAAGTTT
GACATTAGGTTTTTTATTAAAATGGGATATGATGTGTTTTCGATGTAT CTCATCGCATACGTCTCCCAGT
TCGTTAATATTTGTCCACGCCCATTGGAACTGTGGTCTAATAATTTGAAGAAGGGCAAAGGGGATGTAAC
TTAGACTGAAGACCTGGGTT CCGCCACCATTCTTCTTTGTTTTGGCATACGTGCACCAATCATCTATTTT
AGGGGEIICCCENEERNERNENG r T TAAT TAAT ACGCCCC NGNS T T CGT T
GCGCTGGGAATTCCATCTAAAGCTATCAATAATATTAGGGAGGGTCTGCCAGCTTTATTCT CCGCTTGAG
CGTACCACTTTGCAGGGGTGGGGACGGCAGTTTTATTATTCCAGTAAT TGAGTATGACATCGATCATTTT

142,591
d
Description M o Custy s Ident Accession
score | score | cover | value
Human herpesvirus 6A isolate GS, complete genome 421 421 100% 0.023 100% KJ123690.1
herpesvirus 6A strai complete gen: 421 421 100% 0.023 100% KC465951.1
Human herpesvirus 6B strain 229, complete genome 421 421 100% 0.023 100% AF157706.1
Human herpesvirus 68 DNA, complete genome, strain: HST 421 421 100% 0.023 100% AB021506.1

Human herpesvirus type 6 DNA for ORF with homology to AAV-2 rep 68/78 gene product  42.1 42.1 100% 0.023 100% X59532.1

Human herpesvi HHV-6) U1102, variant A DNA, complete virion genome 421 421 100% 0.023 100% X83413.1

Figura 4. Disefio de iniciadores. En el disefio de los iniciadores para la deteccién de HHV6, primero se
alinearon los genomas de los subtipos HHV6A (NC_001664.2) y HHV6B (AF157706.1) utilizando el programa
Standard Nucleotide-BLAST. Grafico (a) y tabla principal (b) del alineamiento en los que se muestra que la
identidad de secuencias fue del 95%. c¢. Un regién con el 100% de identidad fue utilizada como molde para
construir los iniciadores de las reacciones estadndar y anidada (secuencias en morado), se utilizaron los
programas primer-BLAST [179] y Oligo-aAnalyzer (IDT). d. Mediante el programa Standard Nucleétide-BLAST
cada secuencia fue analizada para confirmar su identidad y descartar su hibridacion a secuencias humanas u
otros organismos; se muestra andlisis representativo del iniciador GTGCGCTATAAAATCGATAGC. Ver

materiales y métodos, seccidn 4.4.2 para obtener mas detalles del disefio de iniciadores.

5.1.2 Infeccion de linfocitos

Ya que no existen lineas celulares que estén infectadas con HHVG6, la linea celular
MOLT3 permisiva a la infeccion con este virus fue infectada con un concentrado de
particulas virales. A partir de los 7 dias post-infeccion los eventos de replicacion viral

fueron evidenciados por el efecto citopatico observado en el cultivo (fig 5a), al dia 14 post-
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infeccion, las células infectadas fueron cosechadas y el DNA fue purificado para ser

usado en la deteccion del genoma del virus mediante PCR (fig 5b).

100pb M3 M3-H6  Ram )

516 pb

Figura 5. Infeccion de linfocitos con HHV6. a. Efecto citopatico producido por HHV6 en linfocitos T de la linea
celular MOLT3 a los 14 dias post-infeccion. El aumento de tamano de las células, su agregacion y la pérdida
de la arquitectura celular normal fueron indicativos de la replicacion viral. b. Amplificacion por PCR de una
region del genoma viral a partir del DNA del cultivo infectado de a. Carril 1: marcador de pesos moleculares.
Carril 2: MOLT3 sin infectar. Carril 3. MOLT3 infectadas con HHV6, se observa el producto amplificado en el
tamafio esperado (516 pb). Carril 4: Linea celular Ramos usada como control negativo. Carril 5: Control sin

DNA.

5.1.3 Clonacion de fragmentos génicos virales. Fragmentos genémicos de los virus
HCMV, HHV6 y MMTV fueron clonados en vector comercial para ser usados como
controles positivos en las reacciones de deteccion viral. En la figura 6 se muestra una
imagen representativa de la clonacion de HHV6. Un fragmento génico viral amplificado
por PCR y purificado del gel de agarosa (fig. 6a) fue clonado en un vector comercial bajo
el sistema de alfa complementacién. Bacterias E. coli de la cepa DH5a exitosamente
transformadas fueron evidenciadas por la coloracién blanca en cultivo sélido con el
antibidtico ampicilina en contraste con las colonias azules las cuales no contenian el

inserto de interés (fig. 6b). Veinte colonias blancas fueron seleccionadas y re-plaqueadas

46



€ 516 pb
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vector

vector
vector

€ Inserto
(516 pb)

Human herpesvirus 6B strain Z29, complete genome
Sequence ID: gbJAF157706.1] Length: 162114 Number of Matches: 1

Range 1: 143727 to 144210 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match

Score Expect Identities Gaps Strand
878 bits(475) 0.0 481/484(99%) 1/484(0%) Plus/Plus

Query 13 GCICTI-WICtttttttAGATATAGATAGAGCCCTATGARTTAGCACGICCCCGIGIGIT
LLLELE R e e e el
Sbjct 143727 GCICITATICITIITITIAGATATAGATAGAGCCCTATGAATITAGCACGICCCCGIGIGIT
Query 72
Sbjct 143787
Query 132 ATTCCAAGATCAGACAGCCATICGATGGTTCCCAGAAATTITAGATITTARAGATATICIG 191
PLLELERERRR R e e b i e e et
Sbjct 143847 ATTCCAAGATCAGACAGCCATICGATGGITCCCAGARATITAGATITTAAAGATAIICIG 143906
Query 192 251
Sbjct 143907 143966
Query 252 311
Sbjct 143967
Query 312
Sbjct 144027
Query 372 ARGACCIGGGITCCGCCACCATITITCITIIGITITGGCATACGIGCACCAATCATCIATT 431
PELRLERTERR R e b e et
Sbjct 144087 AAGACCIGGGITCCGCCACCATITITICITIGITITGGCATACGIGCACCAATCATCIATI 144146
Query 432 TIAGGGGCGTICCCGTCGAAGARATCTTTAATTAATACACCCCTGATTICCGTIGIGIGT 491
LLEELEREER R b e et
Sbjct 144147 TTAGGGGCGTTICCCGTCGAAGAAATCTTTAATTAATACACCCCTGATTICCGTTIGIGIGT 144206
Query 492 TITC 495
111l
Sbjct 144207 TIIC 144210

n
143726
131

AGTGICAATAATTGCATGTATGATCTAACGTCTCTTICGTATCCACGCGTICTICCGTIGACT
FOLELRREE P R i e il
AGTGICAATAATTGCATGTATGATCTAACGTCICTICGTATCCACGCGICTTICCGTIGACT 143846

TCGGICCCATCCTITGGARACAGCATAAGTTTAACATIAGGTITITTATIGAAATGGGAT
Ry
TIGGTCCCATCCTITGGARACAGCATAAGTTTAACATTAGGTITITTATIGAAATGGGAT

ATGATGIGITITCGATGTATTITCATCGCATACGICTCCCAGTICGITAATATITGICCAT
FLLELEREER R R i it
ATGATGIGITITCGATGTATITCATCGCATACGTCTICCCAGTTICGITAATATITGICCAT 144026

GCCCATTGGAACTGIGGTCTAATARTTTGAAGAAGGGCAARGGGGATATAACTTAGACTG 371
NNy
GCCCATTGGAACTGIGGTCTAATARTTTGAAGAAGGGCAAAGGGGATATAACTTAGACTG 144086
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Figura 6. Clonacion de un fragmento del genoma de HHV6. a. Fragmento del genoma viral amplificado y
purificado del gel de agarosa mostrado en un nuevo gel en el tamafio esperado (516 pb, duplicado). b.
Colonias bacterianas transformadas (blancas) y no transformadas (azules) mostrando que los procesos de
ligacion y transformacion del inserto de interés fueron exitosos. c. Imagen representativa de 20 clonas
exitosamente transformadas (colonias blancas) que fueron digeridas con las enzimas de restriccion EcoRI
(1Ec-5Ec) y Ndel (1Nd-5Nd) para liberar el inserto y liberar el plasmido respectivamente. 1-5: plasmido puro.
d. Alineamiento en Standar Nucleotide-BLAST del producto clonado y secuenciado mediante secuenciacion
capilar en el que se mostré 99% de identidad a la secuencia del genoma completo de HHV6 (secuencia de

referencia AF157706.1 de la cepa B Z29).

en medio solido con ampicilina para confirmar la presencia del plasmido portando el
inserto de interés en las bacterias a través de la resistencia al antibiético. Los plasmidos
que contenian los insertos de interés fueron digeridos con las enzimas de restriccion
EcoRI y Ndel para liberar el inserto y linearizar el plasmido respectivamente (Fig. 6¢). La
identidad de los productos clonados fue confirmada mediante secuenciacion capilar (Fig.

6d).

5.1.4 Estandarizacion de las PCRs

Previo al rastreo de los genomas virales en las muestras, tanto las PCRs estandar como
las anidadas fueron optimizadas a través de gradientes de temperatura de alineamiento,
gradientes de concentracion de DNA (ver también la siguiente seccién), de iniciadores y
de MgCl,. En la figura 7 se muestran las reacciones de estandarizacién para la deteccion

de HTLV1 Y HHV6 como ejemplos representativos.

5.1.5 Establecimiento del limite de deteccidén

Como se ha mencionado previamente, la participacion directa de un virus en el proceso
carcinogénico es primeramente sugerida por la presencia del genoma viral en cada una

de las células tumorales, ya que este hecho indica que la infeccién es parte de la lesion
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genética inicial que provoca la expansién clonal. Con base en este principio se disefiaron

las estrategias de deteccidn de virus del presente trabajo. Para conocer el limite de

deteccion de las pruebas de PCR se utilizaron diluciones seriales del DNA control (tejido,

lineas celulares y plasmidos (Figs. 8 y 9).

a
100pb 50 51 52 54 55 56 58 60 (=) Temp. (°C)
* c—
. —
. a— — — €328pb
| ————
100pb 1.0 15 2.0 25 3.0 () [MgCI2](mm)

. b : .
e e — €328

b

100 pb 49 495 50 51 52 53 55 56 56.5 57 -)

100 pb 15 2 25 3 35 4.0 (-) [MgCI2](mM)

o ———— i
— -

Temp. (°C)

€516 pb

Fig 7. Estandarizacion de PCRs. Gradiente de temperatura de alineamiento (paneles superiores) y gradiente

de concentracion de MgCI2 (paneles inferiores) de las reacciones de deteccion de HTLV1 (a) y HHV®6 (b). Las

flechas blancas indican la condicién que fue seleccionada. El resto de las condiciones en los que corrié cada

reaccion se detallan en materiales y métodos, seccion 4.4.3.

A partir de estas reacciones se estimoé la sefal que se esperaria observar en una muestra

que portara el genoma viral en todas o casi todas las células leucémicas. Siempre se

considerd que el porcentaje de células leucémicas presentes en la muestra de médula

Osea podria variar entre el 100 y el 25% de manera que las reacciones incluyeron
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concentraciones descendientes de DNA control, de manera que se pudiera estimar la

variedad de sefiales esperadas en muestras con diferente porcentaje de blastos.

En la deteccidon de EBV, se empled la linea celular Raji, la cual deriva de un linfoma EBV+
y contiene 50 episomas virales por célula [182]. El limite de deteccion fue establecido con

base en el numero de células y al numero de genomas virales presentes en cada célula.

Raji

3!
a 19 95 475 23 118 059 029  0.14 o  (genomas celulares X10%)
475 238 119 59 75 (genomas virales X103)

€ 236 pb
<

100 pb 31 155 7.75 3.87 193 0.97 0.48 0 pCMV (copias de plasmido X10%)

€535pb

100 pb 31 15.5 7.75 3.87 1.93 0.97 0 pHHV6 (copias de plasmido X10%)

Figura 8. Limites de deteccion en el rastreo de herpesvirus. a. Para la deteccién de EBV, como control
positivo se utilizé6 DNA de la linea celular Raji, la cual contiene 50 genomas virales por célula. 9.5X10° células
(flecha blanca) equivalentes a 100 ng de DNA fueron posteriormente utilizados en las reacciones de deteccién
del virus en las muestras, como se aprecia, el limite de deteccion se ubica en 140 genomas celulares o
7.5x10° genomas virales, lo cual indica que la reaccién es suficientemente sensible para detectar al virus en
muestras con el minimo de células leucémicas (25%) que acarreen el minimo de genomas virales reportado
para un cancer asociado a EBV (7 genomas virales en cancer nasofaringeo). b y c. Para la deteccion de

HCMV y HHVBG, se utiliz6 DNA plasmidico como control. 15.5X10° copias de plasmido equivalentes al numero
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de moles de DNA genomico presente en 100 ng de DNA de las muestras (flechas blancas) fueron utilizadas
en las reacciones de deteccion de los virus en las muestras. Los limites de deteccion de estas reacciones se
ubicaron en 0.97X10° copias de plasmido, por lo que fueron suficientemente sensibles para detectar un

genoma viral por célula en muestras con sélo 25% de blastos leucémicos.

Aunque no es posible conocer el numero de genomas virales presentes en blastos
leucémicos, con base en el principio de analogia, se especuld que podria ser similar al
encontrado en otro cancer de células B asociado a EBV como lo es la linea celular Raji.
No obstante, si el numero de genomas virales en células leucémicas fuera tan bajo como
el minimo reportado para un cancer asociado a EBV, es decir, 7 genomas virales por
célula en cancer nasofaringeo EBV+ [183], nuestra prueba aun seria capaz de detectar

muestras positivas (Fig. 8a).

En el caso de HCMV y HHVG6, ya que no existen lineas celulares comerciales infectadas
con estos virus, los controles de deteccion fueron plasmidos generados a partir de la
clonacion de fragmentos génicos virales (ver material y métodos, seccién 4.3.2) (fig 8b y
c). Ya que el DNA plasmidico es muchas veces mas pequefio que DNA genodmico, las
reacciones se disenaron con base en la concentracion molar, de manera que, el numero
de moles de DNA plasmidico fuera igual al numero de moles de DNA gendmico de las
muestras. Ademas, para que las reacciones de amplificacién de los controles y de las
muestras se realizaran bajo la misma concentracién masa/volumen (ng/ul), el DNA

plasmidico se mezclé con DNA gendmico de la linea celular Daudi (Fig 8b y c y 9d).

Para la deteccion de HTLV1 se utilizo la linea celular MJ. Ya que no se ha descrito el
numero de genomas virales de HTLV1 presentes en esta linea celular, el gradiente de
DNA se disefid unicamente con base al niumero de células, bajo el supuesto de que el
numero de genomas virales presentes en las blastos leucémicos seria similar al de la

linea celular, al provenir ésta de una enfermedad tipo linfoma/leucemia humana, de
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células T, producida por la infeccion de HTLV1 (fig. 9a); es decir, se considerd que bajo el
principio de analogia, las caracteristicas de la infeccion en células B deberian ser muy

similares, ademas de que representaria la variabilidad genémica encontrada in vivo.

El DNA control utilizado en la deteccion de MMTV provino de células de bazo de ratén
silvestre. El raton es el hospedero natural del virus cuyo reservorio principal se encuentra
en linfocitos B y T del bazo, por lo que como en el caso de HTLV1, este control representa
la alta variabilidad genémica encontrada in vivo. Se utilizaron ratones de la cepa BALBI/c.
Se ha reportado que cada célula de bazo contiene aproximadamente 10 copias del
genoma viral. Como no existe a la fecha ningun cancer humano contundentemente
asociado a la infeccion por MMTV (o algun virus homologo) y el genoma del ratén es
Unicamente 14% mas pequefo que el del humano, la reaccion de deteccion fue generada

con base en el numero de células usadas en cada reaccion (fig 9b).

100 pb 2.85 143 0.71 0.36 0.18 0 MJ (genomas celulares X103)

€ 149 pb

BALB/c (genomas celulares X103)

€ 284 pb

Figura 9. Limites de deteccion en el rastreo de retrovirus. a. Para la deteccion de HTLV1 se utilizé la linea
celular MJ como control positivo, el limite de deteccion se situé en 0.36X10° células. 2.85 X10° células (flecha
blanca) equivalentes a 30 ng de DNA fueron utilizadas en las reacciones de deteccién. b. En el rastreo de
MMTV, se utilizé6 bazo de ratén de la cepa BALB/c como fuente de DNA control. 9.5X10° células (100 ng) se
utilizaron en las reacciones de amplificacién de las muestras y el limite de deteccion se situ6 en 1.18X10°
células. Como se puede observar, las reacciones fueron lo suficientemente sensibles para detectar el genoma

viral en muestras con solo el 25% de blastos.
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5.2 Busqueda de genomas virales en muestras biolégicas

5.2.2 Poblacion de estudio

El estudio incluy6 70 nifios con diagndstico de novo de LAL de los cuales 66 tuvieron LAL
de precursores de células B y 4 tuvieron LAL de precursores de células T. El diagndstico
de LAL cumplié los criterios morfoldgicos y de inmunofenotipo (ver materiales y métodos,
seccion 4.2). Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes se obtuvieron de

los registros médicos y se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes. N=70

Edad al diagnéstico (afios)

Mediana (rango)

7.6 (0.8-15.7)
Género N (%)
Masculino 33 (47)
Femenino 37 (53)
Lugar de nacimiento N (%)
México D.F. 63 (91)
Otro estado del sur de México 7(9)

Porcentaje de blastos en médula 6sea

Promedio (rango)

87% (25%-100%)

Inmunofenotipo N (%)
Pre-B temprana (cALLA+) 39 (55.7)
Pre-B 16 (22.8)
Célula B 11 (15.7)
Célula T 4 (5.7)
Clasificacion FAB N (%)
L1 43 (62)
L2 26 (36)
L3 1(2)
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Re-arreglos génicos * N (%)
ETV6-RUNX1 6 (12)
ETV6-RUNX1 2(4)

E2A-PBX 0 (0)
MLL-AF4 0 (0)
BCR-ABL mayor y menor 42 (84)
Sin re-arreglos identificados

* El diagndstico molecular de los re-arreglos génicos fue llevado a cabo mediante RT-PCR. Sdlo se realizé en

50 muestras, de manera que el porcentaje de muestras positivas fue calculado usando 50 como denominador.

5.2.2 Deteccion de genomas de herpesvirus

El rastreo de los herpesvirus EBV, HCMV y HHV6 en muestras de LAL se llevo a cabo
mediante PCR estandar y anidada. Respecto a EBV, la secuencia blanco de amplificacion
correspondio a la regiéon Bam HIW y fue elegida debido a que se encuentra repetida hasta
11 veces en el genoma viral. No se encontré ninguna muestra positiva por PCR estandar
(primera ronda) (fig. 10a) y sdlo mediante PCR anidada se encontré6 14% (10/70) de
muestras positivas (fig. 10b). Una PCR anidada mas sensible, con menor nimero de
ciclos de amplificacion y menor cantidad de DNA control fue disefiada, bajo estas

condiciones se analizaron 44 muestras y ninguna fue positiva (no mostrado).

Resultados similares fueron observados para HCMV y HHV6; muestras positivas solo
fueron observadas mediante PCR anidada, 19% (13/70) en el caso de HCMV (fig. 11b) y

9% (6/70) en el caso de HHV6 (fig. 12b).

54



a 100pb 1 2 3 4 5 6 7 Raji Ram (-)

s € 236 pb

b
- @ - - s e Sroapb

c
---—ﬂ————— € 670 pb

Figura 10. Deteccion de EBV en muestras. Imagen de cinco muestras representativas (1-5) en la que se
observa que ninguna de ellas fue positiva por PCR estandar (a), mientras que el 14% fueron positivas
mediante PCR anidada (b). Las lineas celulares Raji (Raj) y Ramos (Ram) fueron usadas como controles
positivo y negativo respectivamente. Una reaccion sin DNA se corrio rutinariamente (-). Las flechas indican el
tamafio del producto esperado para cada reaccién. Una cabeza de flecha en el panel b sefala bandas

producidas por iniciadores residuales. c. Amplificacién del gen enddgeno B-actina.

A ox174 1 2 3 4 5 6 7 pCMV ()
—— 3 —_— € 535 pb
—
b ¢x174
——— 3
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Figura 11. Deteccion de HCMV en muestras. Imagen de siete muestras representativas (1-7) en la que se
observa que ninguna de ellas fue positiva por PCR estandar (a), mientras que el 19% fueron positivas

mediante PCR anidada (b). Como control positivo se usé DNA plasmidico (P HCMV). Una reaccion sin DNA se
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corrié rutinariamente (-). Las flechas indican el tamafio del producto esperado para cada reaccion. c.

Amplificacion del gen endégeno p-actina.

d 100pb

€ 516 pb

Figura 12. Deteccion de HHV6 en muestras. Imagen de cinco muestras representativas (1-5) en la que se
observa que ninguna de ellas fue positiva por PCR estandar (a), sélo el 9% fueron positivas mediante PCR
anidada (b). Como control positivo se us6 DNA plasmidico (pHHV6). Una reaccién sin DNA se corrid
rutinariamente (-). Las flechas indican el tamafio del producto esperado para cada reaccion. c¢. Amplificacién

del gen enddgeno p-actina.

Debido a la alta sensibilidad de la PCR anidada, la sefial positiva observada en estas
condiciones muy probablemente provenga de unas pocas células infectadas, linfocitos
circulantes o residentes de médula 6sea ajenos a la clona leucémica, o bien, de blastos

infectados posterior a la expansién clonal.

Ya que todas las muestras fueron positivas al gen constitutivo p-actina, no es probable
que los resultados obtenidos se debieran a la mala calidad del DNA, adicionalmente, las
frecuencias de positividad observadas mediante PCR anidada estan en el orden de las
frecuencias esperadas de estos virus en nifios cuya edad se situé entre los 0.8 y 15.7

anos de edad.
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5.2.3 Deteccion de genomas de retrovirus.

El rastreo de retrovirus en muestras se llevoé a cabo mediante PCR estandar y anidada. La
inadecuada hibridacion de los iniciadores a la cadena de DNA molde, debida a la alta tasa
de mutacién que presentan los retrovirus puede conducir a la obtencién de falsos
negativos durante la busqueda de secuencias gendomicas virales. Para disminuir esta
posibilidad se implementaron las siguientes estrategias: 1. La region blanco de
amplificacion fue expandida realizando dos reacciones de PCR estandar y una PCR
anidada confirmatoria cuyos iniciadores estuvieron dirigidos a secuencias distintas del
genoma viral. 2. La temperatura de alineamiento de cada reaccion fue de 55°C o menor
para incrementar la probabilidad de hibridacion de los iniciadores aun en presencia de

alineamientos no canoénicos (mismatches) (fig. 13).

3 ___________ _-_ est1 53° C
3 ——————————————————— E est2 55° C
e an 50° C

MMTYV (gen env)
—‘— ————— _-_ est1 55° C
'-' ———————————— _-_ est2 55° C
P - an 55° G

HTLV1 (gen tax)

Figura 13. Diagrama esquematico de la estrategia experimental usada en la deteccion de retrovirus. Los
genes env de MMTV y tax de HTLV1 fueron flanqueados por 3 pares de iniciadores, 2 para PCR estandar
(est1 y est2) y 1 para PCR anidada (an) dirigidos a secuencias distintas del gen correspondiente con el
objetivo de extender la regién de amplificacion. Las flechas representan los iniciadores y las lineas punteadas
los fragmentos génicos que serian amplificados; las lineas continuas representan las secuencias de los
genes. El esquema ubica en la posicion a la que cada iniciador estuvo dirigido pero no esta a escala. A la

derecha se muestran las temperaturas de alineamiento que fueron usadas en las distintas reacciones.
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En el caso de MMTV, las secuencias blanco de amplificacion fueron escogidas por
presentar baja homologia con secuencias retrovirales endégenas humanas con el fin de
evitar la obtencién de falsos positivos provenientes de la amplificacidon de secuencias
humanas. Utilizando estas estrategias no se detectaron muestras positivas para los

retrovirus mediante PCR estandar ni anidada (Figs 14 y 15).

d 100pb 1 2 3 4 5 MJ D (-)

€ 149 pb

- - o € 378 pb

!

e — -
_— ' € 148 pb
e

g—_————-———-—'———- € 670 pb
s e

Fig. 14. Rastreo de HTLV1 en muestras. Imagen de cinco muestras representativas (1-5) en la que se
observa que ninguna de ellas fue positiva por ninguna de las dos PCR estandar (a), ni anidada (b). Las lineas
celulares MJ y Daudi (D) fueron usadas como controles positivo y negativo respectivamente. Una reaccion sin

DNA se corri6 rutinariamente (-). Las flechas indican el tamafio del producto esperado para cada reaccion. c.

Amplificacion del gen enddgeno p-actina.
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Fig. 15. Rastreo de MMTV en muestras. Imagen de cinco muestras representativas (1-5) en la que se observa
que ninguna de ellas fue positiva por PCR estandar (a), ni anidada (b). Como control positivo se usaron
linfocitos de bazo de raton de la cepa BALB/c (Bal). Una reaccion sin DNA se corrid rutinariamente (-). Las
flechas indican el tamafio del producto esperado para cada reaccién. c. Amplificacién del gen endégeno (-

actina.

5.2.4 Analisis estadistico

El poder estadistico de los resultados se evalu6 en relacién a la capacidad de un estudio
con tamafo de muestra N=70 para detectar eventos de infeccion (en los que los genomas
virales estuvieran presentes en todas o casi todas las células tumorales) en al menos un
paciente. Utilizando el paquete estadistico Epi Info (v.7.1.240) se obtuvieron los niveles de
confianza del estudio de acuerdo a distintas frecuencias de infeccién hipotéticas (tabla 6).
Como se aprecia, el estudio tuvo un poder estadistico alto por lo que nuestros resultados
sugieren que los herpesvirus EBV, HCMV y HHV6 asi como los retrovirus HTLV1 y MMTV

no estan involucrados en la génesis de la LAL en niflos mexicanos. El analisis de
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asociacion entre las infecciones virales y la presencia de los re-arreglos génicos ETV6-
RUNX1 y MLL-AF4 en nifios con LAL, no pudo llevarse a cabo debido a que no se

obtuvieron muestras positivas a virus en la PCR estandar.

Tabla 6. Poder estadistico del estudio

Tamano de la muestra | Frecuencia hipotética Nivel de confianza
de infeccion
(N)
70 10% 99.99%
70 5% 95%

5.2.5 Analisis de infecciones y pronéstico. Considerando una probable interaccion
entre los herpesvirus en estudio [156-160], se exploro el posible papel de las infecciones
detectadas y el prondstico de la enfermedad. Se calculd la asociacion entre cada infeccion
o co-infeccidén y el riesgo de presentar leucemia de alto riesgo, recaida o muerte. Ninguno
de los pacientes presenté ftriple infeccién, so6lo se detectaron dobles infecciones:
EBV+/HCMV+, EBV+/HHV6+ y HCMV+/HHV6+. No se encontré ninguna asociacion
significativa en este analisis (Tabla 7). También se comparé la edad (en meses) al
momento del diagnostico y la cuenta de leucocitos entre individuos infectados y no
infectados sin encontrarse diferencias significativas (datos no mostrados). A partir de
estos resultados se descartd un posible papel indirecto de estas infecciones en la

iniciacion o progresion de la enfermedad.
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Tabla 7. Infecciones y factores prondstico

Virus
N (%)

EBV+
10 (14%)

HCMV+
13 (19%)

HHV6+
6 (9%)

Cualquier co-infection
6 (9%)

Leucemia de alto riesgo*

OR (IC al 95%)

0.43 (0.12-1.57)

0.72 (0.22-2.32)

2.29 (0.4-15.32)

1.12 (0.24-5.2)

p 0.29 0.75 0.4 1
Recaida
OR (IC al 95%) 1.19 (0.27-5.36) | 0.88 (0.20-3.82) | 1.10 (0-15-6.63) 0.81 (0.12-4.67)
P 1 1 1 1
Muerte
OR (IC al 95%) 0.17 (0.02) 0.16 (0.02-1.08) | 0.04 (0.04-2.81) 0.37 (0.05-2.03)
P 0.89 0.08 0.65 0.41

paciente es menor a un afio o mayor de 10 afios.

* Las leucemias de alto riesgo son aquellas en las que la cuenta de leucocitos es mayor a 50,000/mm?® o el
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6. Discusidn y conclusiones

Con base a la hipotesis original de Smith sobre el origen de las leucemias en nifios [97],
en el presente trabajo se propuso que miembros de las familias Herpesviridae y
Retroviridae podrian estar relacionadas al desarrollo de LAL infantil a través de un
mecanismo de carcinogénesis directa. Ya que el cancer es monoclonal en su origen, una
de las primeras evidencias de la participacion de dichos agentes en la leucemogénesis
seria demostrar la presencia del genoma viral en todas (o la mayoria) de las células
leucémicas. Para abordar este problema utilizamos PCR estandar, en todos los casos el
limite de deteccion de las reacciones fue suficiente para detectar los genomas virales aun
en muestras con soélo el 25% de blastos (figs. 7 y 8). No detectamos el genoma de
ninguno de los virus en estudio mediante PCR estandar, por lo que en ningun caso

encontramos evidencia de la participacion de estos agentes en la leucemogénesis.

También se disefié una PCR anidada, esta reaccion tuvo los siguientes objetivos: en el
caso de encontrar muestras positivas, el uso de iniciadores internos (por definicion
dirigidos a la misma secuencia que la primera reaccion) confirmaria la especificidad del
amplicén observado al tiempo que eliminaria falsos positivos obtenidos por reacciones
inespecificas en la PCR estandar. Por otro lado, la PCR anidada también fue util para
validar de manera global nuestro sistema de deteccion independientemente del resultado
obtenido en la primera reaccién. En relacion a los herpesvirus, como esperabamos —con
base en el conocimiento de que estos virus son ubicuos, se adquieren desde los primeros
afios de vida y mantienen reservorios en médula 6sea [83, 128, 136, 146-148], obtuvimos
muestras positivas a dichos agentes. Respecto a HTLV1, los Unicos reportes sobre su
presencia en nuestro pais indican que este virus es ausente [163], por lo que nuestro
resultado por PCR anidada es consistente con lo encontrado en la literatura. Finalmente,

respecto a MMTV, su presencia en muestras humanas no ha sido consistentemente
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demostrada [169-173], de modo que nuestro resultado apoya los trabajos en los que no

se ha detectado su presencia en muestras humanas.

Trabajos previos han documentado la busqueda de herpesvirus en LAL infantil; en uno de
ellos se buscé a los virus EBV y HHV6 en 50 muestras de sangre periférica obtenidas del
tamiz neonatal (mediante PCR anidada) [123] y en otro estudio se buscaron los genomas
de EBV (a través de Southern blot), HHV-6, -7 y -8 (mediante PCR convencional y tiempo
real) en 47 muestras de médula 6sea o sangre periférica obtenidas al tiempo del
diagnostico de LAL [124] (tabla 2). En estos trabajos no se encontraron evidencias de la
participacion de los herpesvirus analizados en la enfermedad. En ambos estudios el
tamafo de la muestra fue relativamente grande (N=50 y N=47 respectivamente), sin
embargo, en el primero quedaron excluidos todos los eventos de infeccidn que ocurrieron
entre el nacimiento y la presentacién de la enfermedad por lo que los resultados obtenidos
estuvieron importantemente limitados. El trabajo aqui presentado buscé incluir un numero
mayor de muestras (N=70) que permitiera obtener un mayor poder estadistico y abarcara
la ventana de tiempo desde el nacimiento hasta la presentaciéon de la enfermedad, estos
aspectos constituyen importantes ventajas sobre los trabajos previos. Adicionalmente,

este es el primer trabajo en el que se incluyé al herpesvirus HCMV.

En relacién a los retrovirus HTLV1 y MMTV, no hay estudios previos sobre la busqueda
de dichos agentes en leucemia infantil, por lo que aqui se reporta por primera vez la falta
de evidencia sobre la participacién de estos virus en la leucemogénesis. La fortaleza de
estos resultados no solo se baso en el poder estadistico del estudio sino también en el
conjunto de estrategias utilizadas en la biusqueda de agentes cuya tasa de mutacion es

alta (apartado 5.2.3).
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A la fecha sdélo hay un retrovirus contundentemente asociado a cancer en humanos:
HTLV1, el cual es el agente causal de un espectro de enfermedades linfoproliferativas de

células T en el adulto.

MMTV ha sido asociado a cancer de mama en humanos; sin embargo, ya que desde el
primer reporte de su presencia en dicha enfermedad en 1995 [169], los resultados
obtenidos han sido muy heterogéneos, la validez de tales resultados ha sido
importantemente cuestionada, por lo que a la fecha no hay evidencias suficientes de su
asociacion a cancer humano (revisado en [184]). Los resultados aqui obtenidos, no

apoyan la nocién de un agente viral tipo MMTV en leucemia infantil.

Otros agentes virales incluyendo poliomavirus, parvovirus y annelovirus han sido
rastreados en leucemia infantil sin encontrarse hasta ahora, evidencia de su participacion
en la enfermedad (tabla 2). Ante el cuerpo de evidencias epidemiolégicas mostrando que
las infecciones podrian tener un papel importante en la etiologia de la leucemia infantil, se
hace necesario revisar las técnicas hasta ahora empleadas en la busqueda de tales

agentes.

Desde la propuesta original de Smith sobre la participacion directa de agentes virales en
el desarrollo de la leucemia infantil, la busqueda de genomas de los agentes candidatos
se ha llevado a cabo de forma individual mediante técnicas clasicas de biologia molecular,
ie, PCR (estandar, anidada y tiempo real) y/o southern blot. Debe considerarse que la
busqueda de virus en forma individual constituye una estrategia limitada, ya que se
restringe a un pequefio numero de agentes cuyos rasgos biolégicos y secuencias
genomicas han sido al menos parcialmente descritas. En este sentido, los métodos de
secuenciacion de nueva generacion (NGS del inglés next-generation sequencing) y el uso

de técnicas bioinformaticas resultan atractivas herramientas debido a su alta sensibilidad
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y a su potencial para detectar el espectro completo de virus incluyendo agentes no
descritos. Gracias al uso de estas metodologias, en afos recientes, Meng vy
colaboradores descubrieron un nuevo virus y demostraron su asociacion al carcinoma de

células de Merkel, el ahora conocido poliomavirus de células de Merkel [43].

Por otro lado, debe también considerarse que el papel que pudieran tener ciertas
infecciones en la aparicion de la LAL podria ser el de agentes causales actuando de
forma indirecta, es decir promoviendo la transformacién celular sin hospedarse en la
célula leucémica. Como se menciond previamente, la hipotesis de la “infeccion tardia” de
Greaves propone que la exposicion a agentes infecciosos en los primeros afios de vida
modula la maduracion del sistema inmune y evita una respuesta aberrante ante
infecciones “vistas” de forma tardia por el sistema inmune, que en nifios genéticamente

susceptibles actian como factores promotores de leucemia.

Aunque el papel indirecto de las infecciones en el desarrollo de LAL no fue uno de los
objetivos de este estudio, al analizar la asociacion entre las infecciones detectadas y
algunos factores prondstico (presentar leucemia de alto riesgo, recaida o muerte, Tabla
7), asi como al comparar las diferencias en las cuentas de leucocitos entre nifos
infectados y no infectados (datos no mostrados), no se encontrd ningun dato significativo.
Adicionalmente, al considerar la propuesta de que los herpesvirus frecuentemente actuan
en concierto en padecimeintos como sindrome de fatiga cronica, mononucleosis
infecciosa y/o enfermedades post-transplante [156-160], se analizé la relacién entre las
co-infecciones y los factores prondstico antes mencionados pero tampoco se encontro
alguna asociacion estadisticamente significativa. Por lo tanto, no obtuvimos evidencia de

una posible interaccién entre los herpesvirus estudiados.
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Aunque la hipétesis de Greaves constituye la propuesta mas aceptada sobre el papel de
las infecciones en LAL, en algunos reportes se ha argumentado que los trabajos que dan
sustento a dicha hipdtesis presentan importantes sesgos y que la asociacion propuesta no

ha sido demostrada bajo criterios metodolégicamente estrictos [185, 186].

Al margen de la discusién —valida- sobre las metodologias utilizadas para probar las
distintas hipotesis sobre infecciones y leucemia infantil debe considerarse que dicha
enfermedad alberga un conjunto complejo de entidades bioldgicas que incluyen diferentes
estadios de diferenciacion de la clona leucémica (proB temprano, preB-lI y preB-ll),
expresion diferencial de antigenos, re-arreglos génicos particulares, diferencias en los
picos de edad, entre otras diferencias, por lo anterior, es muy probable que la enfermedad
tenga diferentes origenes. En México, por ejemplo se han reportado dos picos de
incidencia, el primero ocurre a los 2-3 afios de edad y el segundo a los 6-9 afios [107], es
pobable que estas diferencias en la edad de presentacion sean el reflejo de una etiologia
distinta. Aunque en este trabajo no exploramos el papel indirecto de las infecciones en el
desarrollo de LAL, hipotetizamos que el primer pico de incidencia (2 a 3 afos) estaria
asociado a la infeccibn con virus con alto potencial leucemogénico, lo que mas
probablemente ocurriria a través de un mecanismo de carcinogénesis directa. Mientras
que una respuesta alterada del sistema inmune a las infecciones tardias, seria mas
probablemente asociada al segundo pico (6 a 9 afos); lo anterior, en analogia a las
enfermedades producidas por infecciones retardadas, como es el caso de mononucleosis
infecciosa asociada a EBV, se sabe que la adquisicion temprana de este agente no
produce enfermedad y que casos graves asociados a la infeccidon sélo se presentan
cuando esta ocurre durante la adolescencia o mas tarde [187]. Interesantemente, la
mononucleosis asociada a EBV constituye un factor de riesgo al desarrollo de linfoma

[188]. Sin embargo, al comparar las edades de los nifios que presentaron infeccion o co-
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infeccion y los que no las presentaron, no encontramos una asociacion estadisticamente

significativa (datos no mostrados).

Debe considerarse que las infecciones que de forma indirecta estarian promoviendo la
leucemia (a través del modelo propuesto por Greaves o a través de otro mecanismo
indirecto) no son necesariamente sintomaticas. ;Podria ser la presentacion de la
enfermedad el resultado de un conjunto complejo de exposiciones a agentes infecciosos
sintomaticos y no sintomaticos en un fondo genético de susceptibilidad? Si la respuesta
fuera afirmativa, la evaluacion de exposiciones a través de medicion de anticuerpos o los
datos de infecciones y vacunacion obtenidos mediante registros médicos y entrevistas no
serian las herramientas adecuadas para evaluar el papel de dichas infecciones en la

aparicion de la leucemia, mas aun si estos se evalian de forma individual.

Para enfrentar parte de este problema, una probable estrategia proviene de la evaluacién
a gran escala de marcadores de exposicidén, por ejemplo a través de la medicion
simultanea de decenas citocinas y quimiocinas séricas de pacientes y controles en los
que se analice la tendencia a la formacion de grupos (clustering analysis) con base en
distintas variables como magnitud y frecuencia de los analitos en estudio. Actualmente ya
existen plataformas experimentales (por ejemplo Bio-Plex Pro™ Human Cytokine,
Chemokine, and Growth Factor Assays, [189-191]) y herramientas bioinformaticas (por
ejemplo NTSYS Software, http://www.exetersoftware.com/cat/ntsyspc/ntsyspc.html) para
llevar a cabo el analisis propuesto. El disefio metodolégico podria involucrar otras
variables como aspectos clinicos, caracteristicas demograficas, presencia de re-arreglos

génicos, etc.

Es posible que la linfoproliferacion que caracteriza a la LAL resulte de una estimulacion

inmune continua promovida por infecciones repetidas. Sin embargo, casi cualquier agente
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infeccioso seria responsable de este efecto y en este estudio sélo analizamos la posible
participacion de agentes transformantes directos. Existen ejemplos de estimulacién
antigénica crénica que conducen a cancer, como el linfoma MALT asociado a la infeccién
por Helicobacter pylori y el virus de hepatitis C [192-195]. Debido a que estas neoplasias
en adultos se originan después de décadas de estimulacion antigénica, no es probable
que la LAL infantil surja a partir de un mecanismo similar. En linfomas de células maduras,
la identidad del receptor de antigeno proporciona informacién sobre el origen de la
linfoproliferacion, sin embargo, ya que la mayoria de las LALs ocurren en células que no
han completado los re-arreglos de su receptor de antigenos, este escenario es mas dificil

de corroborar.

El ultimo objetivo del presente estudio, relacionado a la medicidn de la asociacion entre
las infecciones virales y la presencia de los re-arreglos génicos ETV6-RUNX1 y MLL-AF4
en niAos con LAL, no pudo llevarse a cabo debido a que no se obtuvieron muestras
positivas a virus en la PCR estandar. En relacion a la frecuencia del re-arreglo génico
ETV6-RUNX1, se encontré6 que estuvo presente en 12% (6/50) de las muestras, sin
embargo su frecuencia a nivel mundial se sitia en alrededor del 25% [9, 10]. Nuestro
resultado es consistente con estudios previos realizados en México [11-13] y apoya la
propuesta de que la etiologia de la leucemia en la poblacién hispana es distinta a la de
paises desarrollados [196]. Por otro lado, la frecuencia del re-arreglo génico MLL-AF4 que
aqui encontramos (0%) contrasta con el estudio previo de nuestro pais en el que se
reporté una frecuencia del 65.4% (17/26) [11]; sin embargo nuestro resultado es
consistente con los hallazgos mundiales sobre la baja frecuencia de esta translocacion en
nifos mayores de un afo [28-31]. Las bajas frecuencias de translocaciones encontradas
también evitaron que se pudiera hacer un analisis estadistico sobre la asociacion entre las

infecciones detectadas por PCR anidada y la presencia de dichas translocaciones.
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En conclusion, este trabajo y el de otros grupos no han logrado describir la identidad del
agente(s) involucrado(s) en el desarrollo de LAL, sea a través de un mecanismo de
transformacion directo o indirecto, lo que hace necesario el uso de nuevas estrategias de
busqueda masiva de agentes infecciosos descritos y no descritos. Los disefios de
busqueda futuros siempre deberan tomar en cuenta que la heterogeneidad de la leucemia
infantil debe ser el reflejo de la complejidad de su historia natural incluyendo su origen,
siendo probable que distintos factores etioldgicos (incluyendo eventos de infeccion
multiples) solo presentados en ciertas combinaciones conduzcan a la aparicion de la

enfermedad.
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8. Anexos

8.1 Anexo 1: Autorizacion del protocolo de Investigacion por las comisiones
Cientifica y Etica del Instituto Mexicano del Seguro Social.

SIRELCIS Péagina 1 de |

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVES HGACION EN SALUD

2011, Ano del Turismo en Mexico

27 de septiembre del 2011

Ref. 09-B5-61-2800/201100/1567

Dr. Mejia Aranguré Juan Manuel
Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica Hospital de Pediatria Siglo XXI
Nivel Central

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: *Relacion entre virus oncogénicos de las familias Herpesviridae y
Retroviridae y la presencia de Leucemia Aguda Linfoblastica infantil con re-arreglos génicos ETV6-
RUNXI o MLL-AF4”, fue sometido a la consideracion de esta Comision Nacional de Investigacion Cientifica.

L.os procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas vigentes, con
base en las opiniones de los vocales de la Comision de Etica y Cientifica, se ha emitido el dictamen de
AUTORIZADO, con nimero de registro: R-2011-785-048.

De acuerdo a la normatividad institucional vigente, debera informar a esta Comision en los meses de Junio y
Diciembre de cada afio. gegred del desarrollo del proyecto a su cargo.

Atentamente,

Dr. Fabio §

Presidente

Comision Naciong.l/d nvestigacion Cientifica
rd

Anexo Comcnt;ﬁios:

;M)MN’ iah. F-CNIC-2011-88
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8.2 Anexo 2: Carta de Consentimiento Informado y carta de asentimiento

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“RELACION ENTRE VIRUS ONCOGENICOS DE LAS FAMILIAS HERPESVIRIDAE Y RETROVIRIDAE Y LA
PRESENCIA DE LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA INFANTIL CON RE-ARREGLOS GENICOS ETV6-

RUNX1 O MLL-AF4”

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE, Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica, Hospital de Pediatria CMN SXXI.

Lo (a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de
Investigacion en Epidemiologia Clinica, Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI y este
Centro Hospitalario.

El estudio tiene como propdsito evaluar la presencia de virus y los re-arreglos génicos ETV6-RUNX1 y MLL-
AF4 en el desarrollo de Leucemia Aguda infantil.

Usted ha sido invitado(a) a participar en este estudio porque su nifio (a) fue recientemente diagnosticado con
Leucemia Aguda, por lo que pensamos que pudiera ser un buen candidato para participar en este proyecto.

Al igual que usted, aproximadamente 284 personas mas seran invitadas a participar en todos los hospitales de
las instituciones participantes que atienden nifios con Leucemia Aguda en la Ciudad de México. En este
centro en particular, personas mas seran invitadas a participar e incluidas en este estudio.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion que le
proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.

1. Procedimientos
Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

a) Le pediremos que nos indique la fecha y hora en la que usted pueda concedernos una entrevista,
necesitamos que asista usted y su conyuge para hacerles preguntas acerca de sus datos sociodemograficos
como nombre(s) completos, fecha(s) de nacimiento, caracteristicas de su vivienda, escolaridad, ingreso
econdémico y numero de hijos. También se le preguntaran datos de enfermedades recientes y pasadas de su
nifo (a) como peso al nacimiento, vacunas, infecciones, hospitalizacién por infecciones y exposiciones
ambientales en su hogar.

b) Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente media cucharada de
Su sangre, para realizarle un estudio de biologia molecular. Nos tardaremos aproximadamente 10 minutos en
tomarle la muestra de sangre. El propdsito de realizarle el estudio de biologia molecular es para identificar la
presencia de alguno de estos virus: EBV, MMTV/HMTV, HHV6 y HHCMV y saber mas sobre la enfermedad
de su hijo.

C) Ademas de lo anteriormente mencionado deseamos estudiar si tiene alguna susceptibilidad genética a la
leucemia; mediante el estudio de sus genes nos permitira obtener mayor informacion sobre el desarrollo,
tratamiento y prondstico de la enfermedad. Nuestros genes son un cédigo especial que todos heredamos de
nuestros padres y es este cddigo el que define el color de nuestra piel, ojos, pelo y de muchas otras
caracteristicas de cada quien. No obstante algunas caracteristicas genéticas se adquieren después de la
concepcion, lo cual provoca mutaciones que pueden predisponer a un individuo al desarrollo de una
enfermedad. Estas mutaciones no son heredadas por consiguiente no es responsabilidad de ninguno de los
padres el que un hijo sea portador de ellas. En el caso de la Leucemia Aguda infantil, se ha descrito que
existe alguna relacion entre el desarrollo de esta enfermedad y la susceptibilidad genética a la que le
llamaremos (ETV6-RUNX1 o MLL-AF4), que aunque no es el unico factor, si puede
ser uno de ellos. Por este motivo, nos gustaria saber mas sobre sus genes. Esto podria ayudar a conocer el
origen de ésta enfermedad. Su muestra serd cuidadosamente resguardada en el Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas y parasitarias. Cabe aclarar que la muestra genética sélo sera usada para este
estudio, al término del analisis y publicacion del estudio el resto de la muestra sera destruida.
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2. Posibles riesgos y molestias

Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas, en algunas ocasiones el procedimiento
para tomarle una muestra de sangre puede causar un poco de dolor o una discreta molestia, es posible que
se le pueda formar un moretén. No obstante la muestra para nuestro estudio sera tomada cuando se requiera
por motivos de su enfermedad el que se le sustraiga una muestra sanguinea. Nosotros estamos en
coordinacién con el personal médico y de laboratorio para tomar la muestra en el mismo momento que se le
esté tomando otra como parte del manejo y control de su enfermedad.

Respecto a la muestra de médula 6sea el cual, cabe aclarar que este estudio es el que se debe realizar para
poder diagnosticar la leucemia aguda, sentira un pinchazo y una sensacion de ardor con la anestesia local.
Este procedimiento lo haran los hematélogos/oncélogos, quienes son especialistas. Puede haber algun
sangrado en el sitio de la puncidon. Son muy raros los riesgos mas serios como el sangrado o infeccion
severos. La muestra para nuestro estudio sera el sobrante de lo que no se requiera para realizar el
diagnostico de la leucemia. En ningun caso haremos una toma de muestra de médula 6sea mas alla de la que
se requiera para el diagndstico y control de la enfermedad.

3. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibira un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para usted. Un beneficio de
su participacion en este estudio es que el resultado de la prueba genética que le realizaremos le
proporcionara informaciéon a su médico tratante de un diagnéstico con mayor precision del tipo de leucemia
aguda que tiene su hijo. Ademas le permitira al médico tratante darle mayor informacién sobre el prondstico y
evoluciéon posible de la enfermedad de su hijo. La identificacion de los virus que estamos buscando le
permitira a su médico hacer una evaluacién de potenciales riesgos de infeccion subsecuente que su hijo
pudiera presentar al ser portador de esos virus. No existe una cura para la infeccién con estos virus, ni su
presencia implica necesariamente un riesgo para la salud de su hijo, por lo que su sola presencia sin la
manifestacién de datos clinicos de enfermedad relacionada a estos virus no amerita que su hijo reciba
tratamiento médico. No obstante su médico conocera el tipo de agentes que sean identificados en su hijo o la
ausencia de los mismos y €l se encuentra en completa libertad de hacer ajustes al manejo del paciente que
considere pertinentes y que comentara en su momento con usted.

Este estudio podria dar pautas en la identificacién de algunos agentes virales relacionados con el desarrollo
de leucemia aguda en presencia de un factor genético que predisponga a la enfermedad. No obstante este
estudio no permitira identificar si estos agentes virales son la causa de la leucemia.

4. Resultados

Los resultados genéticos de las muestras que se les tomen se les entregaran en el momento en que se les
informe sobre su diagndstico. El médico tratante (Hematdlogo/Oncdlogo) es el Unico capacitado y con la
autoridad para sefialar de acuerdo a los resultados si se modifica el tratamiento.

5. Participacion o retiro.

Queremos hacer de su conocimiento, el compromiso que tenemos de dar respuesta a cualquier pregunta y
aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados
con la investigacion. Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, de cualquier manera recibira la atencién médica que suele recibir en esta Institucion Hospitalaria.
Esto es, no afectara su relacion con este hospital y tampoco afectara su derecho a obtener los servicios de
salud u otros servicios que recibe de este hospital.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar el estudio en
cualquier momento. El abandonar el estudio en el momento que quiera no modificara de ninguna manera los
beneficios que usted tiene como paciente de esta Institucion.

6. Privacidad y confidencialidad.

La informacién que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificar a su hijo(a) (su nombre, teléfono
y direccion) sera guardada de manera confidencial y por separado al igual que sus respuestas a los
cuestionarios y de los resultados de sus pruebas clinicas, para garantizar su privacidad.

El equipo de investigadores, su médico tratante en el Servicio de Hematologia/Oncologia, su médico familiar y
las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud sabran que usted esta participando en este
estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la informacién que usted nos proporcione durante su
participacion en este estudio.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se dara
informaciéon que pudiera revelar su identidad. Su identidad seréd protegida y ocultada. Para proteger su
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identidad le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese nimero en
lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

7. Personal de contacto para dudas y aclaraciones

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacién puede comunicarse de 8:00
a 16:00 hrs, de lunes a viernes con el Dr. Juan Manuel Mejia Aranguré, que es el investigador responsable del
estudio, o0 a la M. en C. Abigail Morales Sanchez al teléfono: 56276900 Ext. 22451, 22453 y 22408 en la
Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica en el tercer piso de la Unidad Médica de Alta Especialidad,
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, ubicada en Avenida Cuauhtémoc 330, 06720.
México, DF.

8. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion, puede

comunicarse con los responsables de la Comisién de Etica en Investigacion del IMSS, a los Teléfonos.

56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs; o si asi lo prefiere al correo electrénico: conise@cis.gob.mx. La Comision

de ética se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico

Nacional XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Declaracién de consentimiento informado
Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el
contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis

preguntas han sido contestadas a mi satisfaccién. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre del Paciente

Nombre del papa o Tutor

Firma del papa o Tutor Fecha

Nombre de la mama o Tutora

Firma de la mama o Tutora Fecha
Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Creo que

él/ella entiende la informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en
este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Cl Fecha

Firma de los testigos
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Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi
presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
Nombre del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha

Para el estudio de genes: por favor marque con una X una de las opciones cajas que se presentan
abajo (Unicamente debe indicar la opcion que corresponda)

[__1 No autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas
[ Si autorizo que se tome la muestra para las pruebas genéticas de este estudio Unicamente

Con copia para el paciente.

CARTA DE ASENTIMIENTO

ASENTIMIENTO PARA NINOS MAYORES DE 7 ANOS DE EDAD PARA PATICIPACION EN UN ESTUDIO
DE INVESTIGACION

TITULO DEL PROTOCOLO: “RELACION ENTRE VIRUS ONCOGENICOS DE ~LAS FAMILIAS
HERPESVIRIDAE Y RETROVIRIDAE Y LA PRESENCIA DE LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA INFANTIL
CON RE-ARREGLOS GENICOS ETV6-RUNX1 O MLL-AF4”

NUMERO DE PROTOCOLO:

ESTUDIO PATROCINADO POR:

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Dr. Juan Manuel Mejia Aranguré

Hospital de Pediatria, CMN “Siglo XXI”. Av. Cuauhtémoc 330, Col. Doctores C.P. 06720 Del. Cuauhtémoc
México, D.F.

Teléfono: 56276900 ext. 22451 y 22453

IDENTIFICACION DEL PACIENTE:

Tu tienes una enfermedad llamada Leucemia, que es un tipo de cancer que empieza en la médula 6sea. La
meédula dsea es el tejido que se encuentra dentro de los huesos y ahi se producen las células sanguineas. La
Leucemia ocurre cuando la médula ésea produce células sanguineas que no son normales. Estas células
sanguineas saturan a las células sanguineas saludables y esto hace dificil que las células sanguineas
saludables hagan su trabajo correctamente. La Leucemia Aguda es un tipo de Leucemia que crece
rapidamente.

El propésito de este estudio de investigacion es para encontrar si tienes una modificacion en tus genes. Los
genes son un cédigo que todos tenemos sobre la informacién del color de nuestros ojos, cabello, etcétera; que
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heredamos de nuestros padres. No obstante algunas caracteristicas genéticas se adquieren después de la
concepcion, lo cual provoca mutaciones que pueden predisponer a un individuo al desarrollo de una
enfermedad. Estas mutaciones no son heredadas por consiguiente no es responsabilidad de ninguno de los
padres el que un hijo sea portador de ellas. En el caso de la Leucemia Aguda infantil, se ha descrito que
existe alguna relacion entre el desarrollo de esta enfermedad y la susceptibilidad genética a la que le
llamaremos (ETV6-RUNX1 o MLL-AF4), que aunque no es el Unico factor, si puede ser
uno de ellos. Por este motivo, nos gustaria saber mas sobre sus genes. Esto podria ayudar a conocer el
origen de ésta enfermedad.

En caso de que acepten participar, tu participacion consiste en que te haremos algunas preguntas
relacionadas con exposiciones a algunos factores ambientales en tu casa y/o escuela, también le haremos
preguntas a tus padres o tutores sobre estos factores ambientales. Y también le pediremos al Hemato-
oncélogo una muestra de tu médula 6sea que tiene que sacar para poder diagnosticarte, y también
tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente media cucharada de tu
sangre, para realizarte un estudio de biologia molecular. Nos tardaremos aproximadamente 10 minutos en
tomarte una muestra de sangre. El propdsito de realizarte el estudio de biologia molecular es para identificar
la presencia de alguno de estos virus: EBV, MMTV/HMTV, HHV6 y HHCMV y saber mas sobre tu
enfermedad. Los resultados de estos estudios se le entregaran a tu médico tratante, lo que le ayudara a
establecer tu tratamiento para combatir tu enfermedad. Tu médico, puede explicarte el resultado de este
estudio y también lo hara con tus papas.

Es muy importante tu participacion, no sélo para conocer tu enfermedad, sino para ayudar a que otros nifios
no la desarrollen.

El Dr (a). , te explicé de qué se trata este estudio de investigacion, tu sabes que
esta investigacion esta haciéndose para aprender mas sobre Leucemia Aguda en los nifios. También puedes
dejar de ser parte de este estudio de investigacién en cualquier momento que lo decidas. Estar en este
estudio es tu decision. Tu deberas recibir respuestas a cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda antes
y durante el estudio.

Tu puede decir Sl o NO. Si dices Sl y cambia tu forma de pensar después, no hay problema, pues cualquiera
que sea tu decision, tu Doctor estara al pendiente de ti.

Si los resultados del estudio son publicados, tu identidad permanecera anénima.

A ti se te ha dado la oportunidad de decidir si participas en el estudio y tus preguntas han sido respondidas. Si
se te ocurren algunas preguntas después, puedes llamar a la Dr. Juan Manuel Mejia Aranguré al teléfono
5627-6900 Ext. 22451 0 22453 o a la M. en C. Abigail Morales Sanchez al teléfono 5627-6900 Ext. 22408.

Si tu firmas este asentimiento, tus padres o representantes legales también deberan firmar el Formato de
Consentimiento Informado para poder asi hacerlo valido. Una vez que este documento haya sido firmado, tu
recibiras una copia.

PACIENTE

Nombre Completo del Paciente

Firma del Paciente

Fecha de Firma del Paciente (escrita por el paciente)

PERSONA QUE OBTIENE EL ASENTIMIENTO

Nombre Completo del Investigador

Firma del Investigador

Fecha de Firma del Investigador (Escrita por el
Investigador)

85




8.3 Anexo 3: Soluciones empleadas en la preparacion de células competentes DH5a

TF-1 (100 ml)

Componente Concentracion (mM) | Peso (g)
Acetato de potasio 30 0.2944
RbCl 100 1.2092
CaCl2 10 0.111
MnCI2 24.65 0.488
Glicerol 15% 15 ml
Agua destilada c.b.p. | -- 100 ml

Ajustar el pH de la solucion a 5.8 gota a gota con acido acético. Filtrar por 0.22 um en condiciones de

esterilidad.

TF-2 (100 ml)

Componente Concentracién (mM) | Peso (g)
MOPS o PIPES 10 0.2093
RbCl 10 0.12092
CaCl2 75 0.8325
Glicerol 15% 15 ml
Agua destilada c.b.p. | -- 100 ml

Ajustar el pH de la solucién a 6.5 gota a gota con solucién de hodréxido de sodio saturada. Filtrar por 0.22 um
en condiciones de esterilidad.

Medio SOC (80 ml)

Componente Concentracién (mM u otra) | Peso (g)

Triptona 2% 1.6

Extracto de levadura | 0.5% 0.4

NaCl 10 mM 0.0472

KCI 2.5 mM 0.0186

MgCI2 10 mM 800 ul de solucion stock 1M
MgS0O4 7H20 10mM 0.197

Glucosa 20 mM 0.288

Agua milli-Q c.b.p. - 80 ml

Adicionar y disolver en agua milli-Q y antes de aforar al volumen final, ajustar el pH a 7, posteriormente
esterilizar a 110°C, 10 libras de presién controlada por 30 minutos.

8.4 Articulos publicados
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Abstract

Background: In Mexico City, the incidence of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) is one of

the highest in the world; epidemiologic evidence suggests that infectious agents could be involved in the gene-

sis of this disease. Early transmitted oncogenic retroviruses infecting lymphocytes are important candidates.

Methods: PCR-based assays were used to screen viral genomic sequences of human T-cell lymphotrophic
virus, type 1 (HTLV1) and mouse mammary tumor virus (MMTV)-like virus (MMTV-LV) in leukemic cells

from 67 pediatric patients with ALL.

Results: Viral genomic sequences were not detected in any sample by neither standard nor nested

PCR.

Conclusions: Because of the methodologic strictness and high statistical power of the study, these
results suggest that HTLV1 and MMTV-LV are not involved in the genesis of childhood ALL in Mexican

children.

Impact: To our knowledge, this is the first work exploring the direct participation of HTLV1 and
MMTV-LV retroviruses in childhood ALL development. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev; 1-4. ©2013

AACR.

Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most com-
mon type of childhood malignancy worldwide and Mex-
ico City has one of the highest reported incidence rates at
49.5 cases per million (1). Identification of the causes that
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lead to the development of the disease remains a scien-
tific challenge as discernible etiologic factors for almost
all cases of primary leukemia are unknown. Several
epidemiologic studies have suggested that infections are
involved, with different lines of evidence pointing to
viral agents acting via direct oncogenic mechanisms;
nevertheless, the identity of such agent(s) is presently
unknown. This issue is reviewed elsewhere (2). Mexico
City presents a higher incidence of infectious diseases
than cities from developed countries and a recent study
showed that serious infections in the first year of life were
associated with increased risk of ALL in children with
Down syndrome (3). The Retroviridae family members are
attractive candidates due to their promotion of oncogen-
esis through insertional mutagenesis and because they
are known causative agents of leukemia in animals and
humans. Human T-cell lymphotropic virus type 1
(HTLV1) is responsible for adult human T-cell leukemia
(4), while mouse mammary tumor virus (MMTV) is
responsible for mouse breast tumors and lymphomas
(5), and the participation of an MMTV-like virus (MMTV-
LV) has been suggested in human breast cancer. Both
HTLV1 and MMTV infect B- and T-lymphocytes and can
be transmitted intrauterine and by breast milk (4, 5). In
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this study, we assessed whether HTLV1 and MMTV-LV
are involved in the genesis of childhood B-cell and T-cell
ALL.

Materials and Methods

The cases recruited in this study belong to the Mexican
Inter-institutional Group for the Identification of the
Causes of Childhood Leukaemia (MIGICCL; Mexico City,
Mexico), member of the Childhood Leukemia Internation-
al Consortium (CLIC) since 2012. Sixty-seven patients (61
of B-ALL and 6 of T-ALL) were enrolled during the period
of the study (January 1,2010 to August 30,2012). Parents of
enrolled patients signed a letter of consent and children of
age more than 10 years also signed a letter of assent and
were treated according to the ethical guidelines of our
institution. All cases were from Mexico City, patient’s age
ranged from 0.7 to 15.7 years (median = 7.6 years), gender
distribution was 54% female. Diagnostic of precursor B-
and T-cell ALL fulfilled the morphologic and phenotypic
criteria. The average of leukemic blasts in bone marrow
was 86% (range, 25%—100%). The screening of viral seq-
uences was carried out using standard and nested PCR
assays. DNA was obtained from bone marrow mononu-
clear cells fractions using QlAamp DNA extraction kits
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions.
All samples were subjected to p-actin gene amplification.
PCR reactions contained 25 to 100 ng of DNA (first PCR) or
0.05 pL of product of first round PCR (nested PCR); PCR
buffer contained 1.5 to 2.5 mmol/L MgCl,, 200 pmol/L
deoxynucleotide triphosphate (dNTP), 200 nmol/L of
each primer, and 2.5 U of Taq Polymerase (Thermo Fisher
Scientific). All primers used are described in Table 1 and
the amplification conditions are detailed in Fig. 1.

Results

We screened the presence of HTLV1 and MMTV-LV
in bone marrow samples of childhood B- and T-cell ALL

by PCR. The experimental approach to detect retroviral
sequences was strict in several aspects (Fig. 1A). Under
these conditions, we failed to detect positive samples for
none of the retroviruses by standard and nested PCRs
(Fig. 1B and C). Because the study’s statistical power to
detect one or more positive subject from our study
population (N = 67) from hypothetical 10% and 5%
frequencies of infection had a confidence of 99.99%
and 95.00%, respectively, our results suggest that these
retroviruses are not involved in the genesis of childhood
ALL.

Discussion

To our knowledge, this is the first work exploring the
direct participation of HTLV1 and MMTV-LV retro-
viruses in childhood ALL, however, other oncogenic
viruses have been screened in leukemic cells, also with
negative results (2). The investigation of the role of
infectious agents in the etiology of childhood leukemia
is based on distinct hypothesis arguing for both direct
and indirect mechanisms; this work is based on the
original Smith’s hypothesis for a direct causative role
(reviewed in ref. 2). The delayed infection hypothesis
by Greaves argues for an indirect role for infections,
however, epidemiologic studies testing Greaves’” hypo-
thesis have shown conflicting results [this issue is
reviewed elsewhere (6)]. The different proposals about
the infectious etiology of ALL have been tested by
epidemiologic, demographic, and experimental studies
finding the same variable results (6), population genetic
traits could explain these differences. It is very likely
that childhood leukemia is etiologically linked to infec-
tions, however, to show it, the use of new methodologic
strategies is the following and necessary step. For direct
oncogenic mechanism, the list of candidate viruses is
not exhausted; next-generation sequencing is an attrac-
tive approach to ask for the presence of known and
unknown infectious agents in leukemic cells.

Table 1. Primers used to identify HTLV1 and MMTV-LV genomic sequences by standard and nested PCR

Virus (gene) HTLV1 (tax) MMTV-LV (env) B-Actin
5! _>3/ 5! _}3/ 5/ _}3!
First round 1 F CGGATACCCAGTCTACGTGT F CGAGCTAAGCGATTC F CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG
R CGATGGACGCGTTATCGGCTC (7) R AGGTATGCCACAGAT® (8) R TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA
First round 2 F TGTTCCCTACAAACGAATAG F CCTCACTGCCAGATC -
R GTGTGAGAGTAGAAATGAGG? R CATCTGCCTGTGTTAC®
Nested F ACAAGCGAATAGAAGAACTC F GTATGAAGCAGGATGGGTAG -
R ATAAAGGAGGAGGACTGT? R ATAGTCGTAGGCAGAAGAG?

Abbreviations: F, forward; R, reverse.

#These primers were designed for this study using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

PBecause the presence of MMTV-LV in human breast cancer has been questioned, to reduce false positives, primers targeted regions
with low identity to human endogenous retroviral sequences (8).
°Modified sequences of primers 2 and 4 reported in ref. 8.
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HTLV1 and MMTV-LV in Childhood Leukemia

A B HTLV1 C MMTV-LV
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Figure 1. Experimental approach and viral genomic sequences screening in leukemic cells from pediatric ALL samples. A, to reduce the possibility of false
negatives due to inadequate primer recognition (resulting from the high mutation rate occurring in retroviruses), we expanded the target region of amplification
using two pairs of primers for each virus; additionally a nested PCR was implemented to confirm the first PCRs (top shows a schematic representation of
primers target sites). Also, a gradient of annealing temperature was carried out to optimize every reaction, and the chosen annealing temperature was 55°C or
less (white arrow) to increase the probability of primers hybridization even in the presence of mismatches (middle). The bottom shows a representative
template gradient using DNA from positive controls. The bands correspond to the approximate signals we would observe in the samples considering that in
ALL at least 25% of bone marrow cells are leukemic cells, then the limit of detection of the reactions was adjusted to equate at least 25% of infected
cells (white arrow); fainter signals would indicate that the virus was not present in every leukemic cell. B and C, five (1-5) representative samples of first round
PCRs (top) to detect HTLV1 (B) and MMTV-LV (C) are shown; two different regions of HTLV1 tax and MMTV env genes were targeted (amplicons of 149 and 387
and of 284 and 666, respectively). For HTLV1 screening, DNA from MJ (ATCC, CRL-8293) and Daudy (D; kindly provided by Dr. Mario Vega,

Oncology Hospital, National Medical Center XXI Century) cell lines were used as positive and negative controls, respectively. In the case of MMTV-LV
screening, we used DNA from BALB/c splenocytes (Bal; kindly provided by Dr. K. Chavez, Pediatric Hospital, National Medical Center XXI Century) as positive
control. A reaction without DNA was run routinely (—). To discriminate molecular sizes, 100 bp molecular weight marker (M; Thermo Fisher Scientific)
was used. The black arrows indicate the expected molecular size for every reaction. The amplification conditions were: 94°C (7’), followed by 35 cycles of 94°C
(1), 55°C (1), and 72°C (1) with a final extension step of 72°C (10'). Nested PCR for all samples was carried out and confirmed the previous negative
results (B and C, middle). The amplification conditions were: 94°C (5'), followed by 15 cycles of 94°C (45"), 55°C (45”), and 72°C (45") with a final extension
step of 72°C (10). Amplification of p-actin endogenous gene was positive for all samples (bottom). The amplification conditions for g-actin were the same
described for first round PCRs for viral detection. The amplification products were subjected to electrophoresis in a 2% agarose gel stained with ethidium
bromide and photographed under ultraviolet light using the Quantum ST4 System (VilberLourmat).
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Abstract

Acute Lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in childhood worldwide and Mexico has
reported one of the highest incidence rates. An infectious etiology has been suggested and supported by
epidemiological evidences, however the identity of the involved agent(s) is not known. We considered that
early transmitted lymphotropic herpesviruses were good candidates, since transforming mechanisms have
been described for them and some are already associated with human cancers. In this study we interrogated
the direct role of EBV, HCMV, HHV6 and HHV7 human herpesviruses in childhood ALL. Viral genomes
were screened in 70 bone marrow samples from ALL patients through standard and a more sensitive nested
PCR. Positive samples were detected only by nested PCR indicating a low level of infection. Our result
argues that viral genomes were not present in all leukemic cells, and hence, infection most likely was not part
of the initial genetic lesions leading to ALL. The high statistical power of the study suggested that these
agents are not involved in the genesis of ALL in Mexican children. Additional analysis showed that detected

infections or co-infections were not associated with prognosis.



Introduction

Acute Lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer worldwide and Mexico has
reported one of the highest ALL incidence rates [1, 2]. While new therapies have notably improved ALL
outcome in recent years [3], pathogenic events leading to disease development remain largely unknown [4].
An infectious etiology has been suggested by different hypothesis favoring either direct or indirect
mechanisms of transformation [5-7]. For infectious agents, direct oncogenic mechanisms refer to expression
of viral oncogenes together with deregulation of cellular oncogenes and/or tumor suppressor genes. Indirect
mechanisms are mainly triggered by an inflammatory milieu with production of mutagenic molecules or
immunosuppression with loss of the cancer immune surveillance mechanisms [8]. The former mode of
transformation implies that the infectious agent acts from within the cell and thus, after the cancer clonal
expansion it is carried in all tumor cells, as it has been documented for tumor herpesviruses [9, 10]; while

indirect acting infectious carcinogenic agents do not infect the cell forming the tumor.

The Delayed infection hypothesis by Greaves proposes that exposure to infectious agents very early in life
protects from ALL as it modulates maturation of the immune system. However, late exposures lead to an
aberrant immune response promoting leukemogenesis by an indirect mechanism [5]. On the opposite side,
Smith proposes that oncogenic viruses transmitted during intrauterine life or the first year of life are able to
infect immature lymphocytes and promote leukemia through a direct transformation mechanism [7].
Epidemiological, clinical and molecular evidence have been searched to support either direct or indirect
mechanisms with variable and even opposite results (reviewed in [11]). We considered that the high incidence
of childhood ALL in Mexico City more closely correlated with a developing country high incidence of early
infection [1]. In agreement, we recently showed that serious infections requiring hospitalization in the first
year of life were associated with increased risk of ALL in children with Down syndrome [12], better
supporting the notion that early infections can promote pediatric leukemia as proposed by the Smith’s

hypothesis.

In this study, we explored the idea that viruses from which oncogenic capacities have been documented may
promote leukemogenesis through a direct transforming mechanism. We selected members of the
Herpesviridae family, Epstein Barr virus (EBV), human cytomegalovirus (HCMV), human herpesvirus 6
(HHV6A and B) and 7 (HHV7) because they are lymphotropic viruses often transmitted in the first months of
life. EBV is a potent transforming agent and has been consistently associated with several human
malignancies including pediatric lymphomas [10]. Although, HCMV and HHV6 are not considered
carcinogenic, their transforming ability has been shown in in vitro studies [13-16]. Additionally, HCMV has
been defined as oncomodulator because of its ability to infect tumor cells and alter proliferation, survival,
angiogenesis and invasiveness increasing the tumor aggressiveness [17, 18]. HHV6 has previously been
associated with several hematological malignances, including childhood acute leukemia, through serological
case-control studies, although with heterogeneous results [19, 20]. An HHV7 transforming role has not been

shown; however, there are proposals about its role as cofactor in T-cell and B-cell lymphomas [21, 22].



Moreover, HHV7 may potentiate the pathogenic role of other herpesviruses [23, 24]. We assessed whether
EBV, HCMV, HHV6 and HHV7 were involved in the genesis of childhood B-cell and T-cell ALL through a
direct transformation mechanism. ALL bone marrow samples were tested by two PCRs with different
detection limits. Considering that viruses acting through direct transforming mechanisms behave like driver
genetic lesions that are preserved throughout tumor development, we designed a PCR test to equate the
number of infected cells with the number of tumor cells and an even more sensitive PCR to detect evidence of
infection. We found that less than 20% of the samples were positive by at least one of the viruses tested.
Because positive samples showed low infection levels, these data do not support a direct role for EBV,
HCMV, HHV6 and HHV7 in the genesis of pediatric ALL from Mexican children. Further analysis of the

positives samples showed no association between detected infections or co-infections and prognosis.
Materials and Methods

Ethics statement. This study was approved by the ethical and scientific review boards of the Mexican
Institute of Social Security (IMSS): the National Commission of Scientific Research and the Ethics
Committee on Research. Prior to sample collection, parents of enrolled patients were informed on the nature
of the study and those who were willing to participate signed a letter of consent; children older than 10 years
also signed a letter of assent. All patients enrolled were treated according to the ethical guidelines of our

institution.

Patients and biological samples. The cases recruited in this study belong to the Mexican Inter-institutional
Group for the Identification of the Causes of Childhood Leukaemia (MIGICCL; Mexico City, Mexico), a
member of the Childhood Leukemia International Consortium (CLIC) since 2012. During the period of the
study (January 1, 2010 to August 30, 2012) there were 589 patients enrolled; however, there were sufficient
bone marrow sample from only 70 pre-treatment patients (66 from B-cell ALL and 4 from T-cell ALL) to
include in the present study (Table 1). Two ml of bone marrow were collected in 0.1 M sodium citrate
solution (TEKNOVA, Hollister CA, USA) from the included patients, and mononuclear cells were isolated by
a density gradient centrifugation on Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Luis, NO).

Table 1. Demographic and clinic characteristics of the patients N=70

Age at diagnosis (years) Median (range)
7.6 (0.8-15.7)
Gender N (%)
Male 33(47)
Female 37 (53)
Birthplace N (%)
Mexico City 63 (91)
Other Southern Mexican State 709)
Percentage of blasts in bone marrow Average (range)
87% (25%-100%)




Immunophenotype * N (%)
B-cell precursor 66 (94.3)
T-cell 4(5.7)
FAB classification N (%)
L1 43 (62)
L2 26 (36)
L3 1(2)
Genetic rearrangements ** N (%)
ETV6-RUNX1 6(12)
E2A-PBX1 2(4)
No rearrangement 42 (84)

* Immunophenotype was determined according to international parameters [25].
** Molecular diagnosis of ETV6-RUNXI1, E2A-PBX1, MLL-AF4 and major and minor BCR-ABL genetic rearrangements was

performed only in 50 samples. Percentages shown were calculated using 50 as denominator.

Control cell lines and plasmid DNA. For EBV detection, Raji (ATCC, CCL-86) and Ramos (ATCC, CRL-
1596) cell lines were used as positive and negative controls, respectively. Both cell lines were cultured in
advanced RPMI medium supplemented with 4% of fetal bovine serum and Hepes 1X (all from Gibco,
Carlsbad, CA) and maintained at 37°C in 5% of CO,. Control plasmids were constructed for HCMV, HHV6
and HHV7 detection. Purified HCMYV viral genome was kindly provided by Dr. M. Ruiz-Tachiquin (Pediatric
Hospital at the CMN SXXI, IMSS, Mexico City, Mexico). HHV6 DNA was obtained from MOLTS3 cell line
(ATCC CRL-1552) infected with viral particles of HHV6 Z29 strain (ATCC VR-1467). HHV7 DNA was
purified from infected lymphocytes kindly provided by Dr. E. Sevilla (National Institute of Respiratory
Diseases, Mexico City, Mexico). A fragment of HCMV UL83, HHV6 U94 and HHV7 U42 genes were PCR
amplified using primers described in Table 2 (standard PCR) and cloned into T-easy pGEM plasmid
(Promega, Madison, WI) according to manufacturer’s instructions. The identity of cloned products was

confirmed by sequencing.

DNA purification. DNA was purified from bone marrow mononuclear cells or control cell lines using
QIAamp DNA extraction kits (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
Plasmid DNA was purified using PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) following
the manufacturer’s instruction. Purified DNA was quantified using a spectrophotometer NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The DNA quality and integrity were evaluated through
electrophoretic landslide, optical density (260/280 ratio) and amplification of B-actin endogenous gene

(genomic DNA).

Standard and nested PCRs. Standard and nested PCR mix contained 1x Taq Polymerase buffer, 1.5 to 2.5
mM MgCl, (MgCl, concentration was optimized for every PCR), 200 uM deoxynucleotide triphosphate
(dNTP), 2.5 U of Taq Polymerase (all from Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and 200 nM of each
primer (IDT Technologies). For standard PCR, 100 ng of DNA from samples or control cell lines or 5.5X107

ng from control plasmid (equivalent to the number of moles contained in 100 ng of genomic DNA) were used.



Plasmids were linearized with restriction enzyme Ndel (New England BioLabs) before use and mixed with
DNA from Daudi cell line in order to run the amplification reaction under identical mass/volume DNA
concentration for both samples and controls. For the nested PCR, 0.5 or 0.05 pl (1:100 or 1:1000 dilution
respectively) of product of first round PCR were used as template. All PCR reactions were carried out in a
final volume of 50 pl. All primer sequences and cycling conditions used are detailed in Table 2. PCR products
were analyzed by electrophoresis in 1.8% agarose gels stained with ethidium bromide and photographed
under ultraviolet light using the Quantum ST4 System (VilberLourmat, Torcy, Marne-la-Vallée, FR). The

viral identity of PCR amplified fragments was confirmed by sequencing.

Table 2. PCR cycling conditions and primers sequences

Virus/ Type of Cycling conditions * Primers sequences (5’—3’)
Endogenous gene PCR
EBV Standard 95°C/40 sec, 57°C/1 min, 72°C/1.5 min (30X) | F CCATGTAAGCTTGCCTCGAG

R GCCTTAGATCTGGCTCTTTG [26]
EBV Nested 95°C/20 sec, 57°C/30 sec, 72°C/45 sec (15X) F CTTTGTCCAGATGTCAGGGG

R GCCTGAGCCTCTACTTTTGG **
CMV Standard 95°C/1 min, 55°C/1 min, 72°C/1 min (35X) F AAGATGCGGTAGATGTCGTT

R CTGCGCTCTTCTTTTTCGAT **
CMV Nested 95°C/45 sec, 55°C/45 sec, 72°C/45 sec (15X) F TTCTGACCCTGAACCGTAG

R CGACGAAGAACTCGTAACC **
HHV6 *** Standard 95°C/1 min, 50°C/1 min, 72°C/1 min (30X) F GTGCGCTATAAAATCGATAGC

R TGATTTCCGTTGTGTGTTTTCC **
HHVG6 *** Nested 95°C/30 sec, 56°C/30 sec, 72°C/30 sec (15X) F GTCTCTTCGTATCCACGCG

R CGTTCCCGTCGAAGAAATC **
HHV7 Standard 95°C/45 sec, 53°C/ 45 sec, 72°C/45 sec (30X) F TTTTTACATTTGGCTTGCTTTTTG

R ATATTTCTGTACCTATCTTCCCAA [27]
HHV7 Nested 95°C/30 sec, 55°C/30 sec, 72°C/30 sec (15X) F GAACGGTTTGCTTAGATTGC

R GCAGACCAAACTCCACAAATTC **
B-actin Standard 95°C/1 min, 60°C/1 min, 72°C/1.5 min (30X) F CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG

R TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA [28]

*All amplification runs included an initial denaturation step at 95°C for 5 minutes and a final extension step at 72°C for 10 minutes.
Annealing temperatures were optimized for every reaction.
** These primers were designed in our laboratory using the Primer-BLAST program [29].

*** HHV6 primers recognize both HHV6A and HHV6B subtypes.

Nucleotide sequencing. The cloned viral gene fragments and PCR amplified fragments were excised from
1% agarose gels and purified using QIAquick gel extraction kit (Qiagen Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions. Direct automated sequencing of both forward and reverse strands was carried out
using the BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). About 20 ng of
template DNA were added for each reaction; the program included 25 cycles as described: denaturation at
95°C for 30 sec, annealing at 50°C for 15 sec and extension at 60°C for 4 min. Samples were analyzed in an

ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). The obtained sequences were




examined using the Nucleotide BLAST program [29].

Statistical analysis. The statistical power of the study was calculated considering the sample size (N=70) and
the probability to detect viral genomes supporting direct transforming mechanisms in at least one patient. The
hypothetical frequencies of infection were 10% and 5%. The statistical package used for this analysis was Epi
Info version 7.1.240 (Centers for Disease Control and Prevention, http://wwwn.cdc.gov/epiinfo/). Odds ratios
with 95% confidence intervals were calculated to identify if the detected infections were associated with high-
risk leukemia, relapse or death. Mann Whitney U test was used to compare age in months and leukocyte count

with infection. The statistical package used for these analyses was Epidat version 3.0.
Results

Study population. The study included 70 pretreatment children diagnosed with ALL, 66 were B-cell ALL
and 4 were T-cell ALL. The diagnosis of ALL fulfilled the morphological and phenotypic criteria, including
that at least 25% of the cells from the bone marrow sample were leukemic blasts. Demographic and clinic

characteristics of the patients were extracted from medical records and are presented in Table 1.

PCRs limit of detection. To know the limit of detection of the standard PCRs, we first carried out
amplification reactions using serial dilutions of DNA from control cell lines and plasmids (Fig. 1). For EBV
detection, we employed Raji cell line, which derives from an EBV-associated lymphoma and carries about 50
viral episomes per cell [30]. The amplification target was the BamHI W fragment, which is eleven times
repeated in the EBV genome. The lower limit of detection of our reaction was of 7.5X10°* viral genomes (fig.
la). We decided to use 9.5X10° cells from bone marrow samples for EBV detection because we speculated
that ALL samples might have similar frequencies of EBV episomes than those found in EBV-associated
lymphomas. Still, if the number of viral genomes in leukemic cells were as low as the minimum reported for
an EBV-associated cancer, namely 7 viral genomes per cell in EBV-associated nasopharyngeal carcinoma
[31], our test would be able to detect positive samples in as low as 25% of blasts (fig 1a). For HCMV, HHV6
and HHV7 detection, we used plasmid DNA as control (see material and methods section). The limit of
detection was about 0.97X10° plasmid copies for every reaction (fig. 1b, ¢ and d). As we did not know the
number of HCMV, HHV6 and HHV7 genomes that could be present in each leukemic blast, DNA from
control plasmid and samples were used at equal molar concentration. We determined that using 15.5X10°
cells from samples (and 15.5X10° plasmid copies mixed with DNA from 15.5X10° negative cells as control)
would be sufficient to detect up to one viral genome per cell even in samples with only 25% of leukemic
blasts (fig. 1b, ¢ and d). We have previously used these PCRs in which the frequency of infected cells

matches the frequency of cancer cells to address direct viral oncogenesis [32-34].
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Figure 1. The PCRs limit of detection. Serial dilutions of DNA from control cell line and plasmid were PCR amplified in order to know
the lower limit of detection of our screening test. For EBV (a), the limit of detection is expressed in number of cellular and viral genomes
(from Raji cell line). For HCMV (b), HHV6 (¢) and HHV7 (d) the limits of detection are expressed as plasmid copies. Lower limits of
detection are indicated with a white arrowhead. White arrows point to the number of cells or plasmid copies that were used for viral
detection in ALL samples. The sizes of PCR products are indicated. Black arrowheads point to residual primers.

Viral screening. Once the limit of detection was established for every reaction, we screened the presence of
viral genomes in the samples. We do not observe any positive sample for any herpesvirus tested by the first
round PCR (Figs. 2a, 3a, 4a and 5a). EBV, HCMV and HHV6 positive samples were only detected through
nested PCR in the following frequencies: 14%, 19%, and 9%, respectively, while HHV7 was not detected by
this method (Figs. 2b, 3b, 4b and 5b). Considering that direct carcinogenic viruses contribute to oncogenesis
acting like driver genetic lesions, we would consider that if viral infection had a role in the transformation of
the cell subjected to oncogenic clonal expansion, the progeny of that cell should all carry the viral genome. In
that scenario, the viral genome should have been detected by the first PCR in agreement with the previously
established limit of detection. All samples showed high DNA integrity (not shown) and the amplification of

P-actin endogenous gene was positive (Figs. 2¢, 3¢, 4c and Sc¢).

The statistical power of the findings in relation to their ability to detect one or more positive subjects from our
study population (N =70) from hypothetical 10% and 5% frequencies of infection had a confidence of 99.99%
and 95.00%, respectively. Thus, our results indicate that EBV, HCMV, HHV6 and HHV7 are not involved in
the genesis of childhood ALL in Mexican children.
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Figure 2. EBV screening. Image of seven representative samples showing that all of them were EBV negative by first round PCR (a) and
positivity was only detected by nested PCR in 10 (14%; showing three) samples (b). Raji and Ramos (Ram) cell lines were used as
positive and negative controls, respectively. A reaction without DNA was routinely run (-). ¢. Amplification of f-actin endogenous gene.
The sizes of PCR products are indicated. The black arrowhead points to residual primers.

Figure 3. HCMV screening. Image of seven representative samples showing that all of them were HCMV negative by first round PCR
(a) and positivity was only detected by nested PCR in 13 (19%, showing three) samples (b). Plasmid DNA was used as positive control
(pHCMV). A reaction without DNA was routinely run (-). ¢. Amplification of S-actin endogenous gene. The sizes of PCR products are
indicated.
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Figure 4. HHV6 screening. Image of seven representative samples showing that all of them were HHV6 negative by first round PCR (a)
and positivity was only detected by nested PCR in 6 (9%, showing three) samples (b). Plasmid DNA was used as positive control
(pHHV®6). A reaction without DNA was routinely run (-). ¢. Amplification of S-actin endogenous gene. The sizes of PCR products are
indicated.
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Figure 5. HHV7 screening. Image of seven representative samples showing that all of them were HHV7 negative by both first round
PCR (a) and nested PCR (b). Plasmid DNA was used as positive control (pHHV7). A reaction without DNA was routinely run (-). c.

Amplification of S-actin endogenous gene. The sizes of PCR products are indicated.

Analysis of infection and prognosis. A possible role of the detected infections in prognosis was explored.

Considering a previously documented probable interaction between the herpesviruses tested [35-39] we

calculated the association between every infection or co-infection and the risk for high-risk leukemia, relapse

or death (Table 3). Co-infections included only double-infections: EBV+/HCMV+, EBV+/HHV6+ and

HCMV+/HHV6+; triple infections were not detected. We did not find any significant association with this

analysis (Table 3). We also compared the age (in months) at the moment of diagnosis and the leukocyte count

between infected and non-infected children finding no significant differences (not shown).

argued against a possible indirect role of these infections in the onset and the course of disease.

Table 3. Infection and prognostic factors

Virus EBV+ HCMV+ HHV6+ Any co-infection
N (%) 10 (14%) 13 (19%) 6 (9%) 6 (9%)
High-risk leukemia
OR (95% IC) 0.43(0.12-1.57) | 0.72(0.22-2.32) | 2.29 (0.4-15.32) | 1.12(0.24-5.2)
p 0.29 0.75 04 1
Relapse
OR (95% IC) 1.19 (0.27-5.36) | 0.88 (0.20-3.82) | 1.10(0-15-6.63) | 0.81 (0.12-4.67)
p 1 1 1 1
Death
OR (95% IC) 0.17 (0.02) 0.16 (0.02-1.08) | 0.04 (0.04-2.81) | 0.37 (0.05-2.03)
p 0.89 0.08 0.65 041

OR: odds ratio; CI: confidence interval. p<0.05 was considered significant.

Discussion

These results

Epidemiological data suggest the involvement of infections in the etiology of childhood ALL; however, the

identity of the potentially implicated agent(s) has not been identified. Based on the original Smith’s proposal

about a direct causative role of viral agents in ALL development [7], we screened the presence of EBV,

HCMV, HHV6 and HHV7 viral genomes in B-cell and T-cell ALL samples by a standard PCR aiming to

match the number of infected cells with the number of leukemic blasts, founding no evidence of the



participation of these viruses in the leukemogenesis process. Positive samples were detected only through a
more sensitive nested PCR, most likely reflecting normal levels of infection according to the age of the tested
population. Positivity only by nested PCR does not support a relationship between infection and
leukemogenesis. Still, the nested PCR was implemented as an additional control to globally validate our
detection system. Based on the knowledge that the herpesviruses under study are ubiquitously acquired early
in life and maintain a reservoir population in bone marrow, we expected to obtain positive samples by a

sensitive detection, reflecting the common infection occurring in the pediatric population.

Previous studies looked for the presence of DNA viruses in bone marrow or peripheral blood from childhood
ALL samples, namely JVC, BKV and SV40 polyomaviruses [40, 41]; TT annelovirus [42] and EBV, HHV-6,
-7 and -8 herpesviruses [43]. Nevertheless all of them have failed to find evidence of their participation in the
disease. Although, there is a previous work analyzing the participation of herpesviruses in leukemogenesis
with similar negative results, based in the epidemiological differences between our country and developed
countries related to the increased prevalence of infections and childhood leukemias in Mexico [1], we
hypothesized that a mechanism of direct leukemogenesis could explain some cases of leukemia in our
population. An advantage of our work over previous studies is the number of samples analyzed, N=70 in our
study vs N=15-47 in others; which conferred it a higher statistical power. Also, other works screened the
presence of viral genomes of EBV and HHV6 herpesviruses [44], JVC and BKV polyomaviruses [45] and
parvovirus B19 [46] in archived neonatal blood spots collected at birth from children who developed
leukemia, however these works lost the window of infections happening from birth to the presentation of the
disease. Additionally, this is the first work reporting no association between HCMV and childhood ALL. We
have also previously reported that human T-cell lymphotrophic virus type 1 (HTLV1) and mouse mammary
tumor virus (MMTV)-like virus (MMTV-LV) were not involved in the genesis of childhood ALL [33].

Indirect mechanisms of leukemogenesis are also possible but addressing those mechanisms were beyond the
aim of this study. Still, we did not find any evident association between nested PCR positive patients and
clinical data. Previous studies have supported a role for EBV in genetic instability and EBV-associated
Burkitt’s lymphoma is characterized by a Myc genetic translocation [47-49]. However, the low number of
patients with genetic translocations in our study (N=8) precluded an analysis of EBV infection and ALL-
associated genetic translocations with significant statistical power. It is proposed that herpesviruses often act
in concert potentiating their pathological effects in cases of chronic fatigue syndrome, infectious
mononucleosis and/or post-transplant disease [35-39]. Although, we have a sizable number of infection
positive patients, most of them are single infected with only 6 (9%) showing evidence of infection by more
than one herpesvirus (see Table 3). Therefore, we do not have any evidence of a possible interaction by the

tested viruses.

It is possible that the lymphoproliferation that characterizes ALL results from continuous immune stimulation
triggered by repetitive infections. However, almost any infectious agent would be responsible for this effect

and only tumor viruses with documented or possible direct transforming properties were tested here. There



exist some examples of chronic antigenic stimulation leading to lymphomas, for instance, MALT lymphoma
after Helicobacter pylori persistent infection and hepatitis C virus associated lymphoma [50-53]. Since those
are adult neoplasias arising after decades of antigenic stimulation it is unlikely that pediatric ALL could result
from a similar mechanism and arise as the immune system responds to a single infection. In any case, it is
more likely that multiple antigenic challenges combined with maturing lymphocytes with a genetic lesion, e.g.
an intrauterinal translocation, were involved in the genesis of ALL. In lymphomas of mature cells the identity
of the target of the antigen receptor (VDJ recombination clone) gives light to the origin of the
lymphoproliferation. Since ALL occurs in progenitor cells in which more often the leukemic blasts have not

completed the rearrangements of the antigen receptor, this is a scenario more difficult to corroborate.

An important limitation of all studies searching for infectious agents in pediatric ALL is that all have been
performed individually testing samples through standard techniques of molecular biology (PCR and/or
Southern blot). Such strategies are restricted to agents whose genomic sequences have been at least partially
described. Future investigations should use next-generation sequencing technologies and bioinformatic
analysis more able to detect the full spectrum of viruses including those still not described, as it has been
recently shown for Merkel cell polyomavirus [54]. Besides tumor viruses, indirect mechanisms of
leukemogenesis also need to be addressed in order to better understand the role that a history of infection has

in the development of pediatric ALL.
Conflict of Interests
The authors declare that there is no conflict of interests regarding the publication of this paper.

Acknowledgments

This work was funded by the National Council of Science and Technology (CONACyT), Grants 2010-1-
141026, CB-2007-1-83949 and 2007-1-18-71223; by the Mexican Institute of Social Security (Mexico City,
Mexico), Grant FIS/IMSS/PROT/G10/846 (to J.M. Mejia-Aranguré) and by Fondo de Apoyo a la
Investigacion HIMFG (to E.M. Fuentes-Panand). This work constitutes a partial fulfillment of the Graduate
Program of Doctor Degree in Biomedical Sciences, Medicine Faculty, National Autonomous University of
Mexico, Mexico City, Mexico. A. Morales-Sanchez acknowledges the scholarship and financial support
provided by the National Council of Science and Technology (CONACyT), National Autonomous University
of Mexico and Mexican Institute of the Social Security (IMSS).

References

1. Perez-Saldivar, M.L., et al., Childhood acute leukemias are frequent in Mexico City:
descriptive epidemiology. BMC Cancer, 2011. 11: p. 355.

2. Curado, M.P., et al., Cancer incidence in five continents IARC Scientific Publications. 2007,
The International Agency for Research on Cancer (IARC): Lyon, France.

3. Pui, C.H., et al., Biology, risk stratification, and therapy of pediatric acute leukemias: an
update. J Clin Oncol, 2011. 29(5): p. 551-65.

4, Pui, C.H., L.L. Robison, and A.T. Look, Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet, 2008.

371(9617): p. 1030-43.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Greaves, M., Infection, immune responses and the aetiology of childhood leukaemia. Nat
Rev Cancer, 2006. 6(3): p. 193-203.

Kinlen, L., Childhood leukaemia, nuclear sites, and population mixing. Br J Cancer, 2011.
104(1): p. 12-8.

Smith, M., Considerations on a possible viral etiology for B-precursor acute lymphoblastic
leukemia of childhood. J Immunother, 1997. 20(2): p. 89-100.

Moore, P.S. and Y. Chang, Why do viruses cause cancer? Highlights of the first century of
human tumour virology. Nat Rev Cancer, 2010. 10(12): p. 878-89.

Wen, K.W. and B. Damania, Kaposi sarcoma-associated herpesvirus (KSHV): molecular
biology and oncogenesis. Cancer Lett, 2010. 289(2): p. 140-50.

Young, L.S. and P.G. Murray, Epstein-Barr virus and oncogenesis: from latent genes to
tumours. Oncogene, 2003. 22(33): p. 5108-21.

Morales-Sanchez, A. and E.M. Fuentes-Panana, Infectious etiology of childhood acute
lymphoblastic leukemia, hypotheses and evidence, in Clinical epidemiology of acute
lymphoblastic leukemia—from the molecules to the clinic, J.M. Mejia-Arangure, Editor.
2013, Intech: Rijeta, Croatia. p. 19-39.

Flores-Lujano, J., et al., Breastfeeding and early infection in the aetiology of childhood
leukaemia in Down syndrome. Br J Cancer, 2009. 101(5): p. 860-4.

Razzaque, A., Oncogenic potential of human herpesvirus-6 DNA. Oncogene, 1990. 5(9): p.
1365-70.

Razzaque, A, et al., Neoplastic transformation of immortalized human epidermal
keratinocytes by two HHV-6 DNA clones. Virology, 1993. 195(1): p. 113-20.

Geder, K.M., et al., Oncogenic transformation of human embryo lung cells by human
cytomegalovirus. Science, 1976. 192(4244): p. 1134-7.

Geder, L., J. Kreider, and F. Rapp, Human cells transformed in vitro by human
cytomegalovirus: tumorigenicity in athymic nude mice. ) Natl Cancer Inst, 1977. 58(4): p.
1003-9.

Barami, K., Oncomodulatory mechanisms of human cytomegalovirus in gliomas. ) Clin
Neurosci, 2010. 17(7): p. 819-23.

Cinatl, J., Jr., et al., Oncomodulatory signals by regulatory proteins encoded by human
cytomegalovirus: a novel role for viral infection in tumor progression. FEMS Microbiol Rev,
2004. 28(1): p. 59-77.

Salonen, M.J., et al., Antibody status to HHV-6 in children with leukaemia. Leukemia, 2002.
16(4): p. 716-9.

Levine, P.H., et al., Antibodies to human herpes virus-6 in patients with acute lymphocytic
leukemia. Leukemia, 1992. 6(11): p. 1229-31.

Nagore, E., et al., Detection of Epstein-Barr virus and human herpesvirus 7 and 8 genomes
in primary cutaneous T- and B-cell lymphomas. Br J Dermatol, 2000. 143(2): p. 320-3.
Ponti, R., et al., Human herpesvirus 7 detection by quantitative real time polymerase chain
reaction in primary cutaneous T-cell lymphomas and healthy subjects: lack of a pathogenic
role. Br ) Dermatol, 2008. 159(5): p. 1131-7.

Chapenko, S., et al., Co-infection of two beta-herpesviruses (CMV and HHV-7) as an
increased risk factor for 'CMV disease' in patients undergoing renal transplantation. Clin
Transplant, 2000. 14(5): p. 486-92.

Osman, H.K., et al., "Cytomegalovirus disease" in renal allograft recipients: is human
herpesvirus 7 a co-factor for disease progression? ) Med Virol, 1996. 48(4): p. 295-301.
Bernaldez-Rios, R., et al., The age incidence of childhood B-cell precursor acute
lymphoblastic leukemia in Mexico City. ) Pediatr Hematol Oncol, 2008. 30(3): p. 199-203.



26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Labrecque, L.G., et al., Epstein-Barr virus in epithelial cell tumors: a breast cancer study.
Cancer Res, 1995. 55(1): p. 39-45.

Kidd, I.M., et al., Measurement of human herpesvirus 7 load in peripheral blood and saliva
of healthy subjects by quantitative polymerase chain reaction. J Infect Dis, 1996. 174(2): p.
396-401.

Fuentes-Panana, E.M., et al., Basal Igalpha/Igbeta signals trigger the coordinated initiation
of pre-B cell antigen receptor-dependent processes. J Immunol, 2004. 173(2): p. 1000-11.
Altschul, S.F., et al., Basic local alignment search tool. ) Mol Biol, 1990. 215(3): p. 403-10.
Adams, A., Replication of latent Epstein-Barr virus genomes in Raji cells. J Virol, 1987.
61(5): p. 1743-6.

Liu, P., et al., Direct sequencing and characterization of a clinical isolate of Epstein-Barr
virus from nasopharyngeal carcinoma tissue by using next-generation sequencing
technology. J Virol, 2011. 85(21): p. 11291-9.

Martinez-Lopez, J.L., et al., Evidence of Epstein-Barr virus association with gastric cancer
and non-atrophic gastritis. Viruses, 2014. 6(1): p. 301-18.

Morales-Sanchez, A., et al., Lack of evidence for human T-lymphotropic virus type 1 and
mouse mammary tumor-like virus involvement in the genesis of childhood acute
lymphoblastic leukemia. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2013. 22(11): p. 2130-3.
Morales-Sanchez, A., et al., No association between Epstein-Barr Virus and Mouse
Mammary Tumor Virus with breast cancer in Mexican women. Sci Rep, 2013. 3: p. 2970.
Chapenko, S., et al., Association of active human herpesvirus-6, -7 and parvovirus b19
infection with clinical outcomes in patients with myalgic encephalomyelitis/chronic fatigue
syndrome. Adv Virol, 2012. 2012: p. 205085.

Wang, X., et al., Coinfection with EBV/CMV and other respiratory agents in children with
suspected infectious mononucleosis. Virol J, 2010. 7: p. 247.

Other herpesviruses: HHV-6, HHV-7, HHV-8, HSV-1 and -2, VZV. Am J Transplant, 2004. 4
Suppl 10: p. 66-71.

Kidd, I.M., et al., Prospective study of human betaherpesviruses after renal
transplantation: association of human herpesvirus 7 and cytomegalovirus co-infection with
cytomegalovirus disease and increased rejection. Transplantation, 2000. 69(11): p. 2400-4.
Ratnamohan, V.M., et al., Cytomegalovirus and human herpesvirus 6 both cause viral
disease after renal transplantation. Transplantation, 1998. 66(7): p. 877-82.

MacKenzie, J., et al., JC and BK virus sequences are not detectable in leukaemic samples
from children with common acute lymphoblastic leukaemia. Br ) Cancer, 1999. 81(5): p.
898-9.

Smith, M.A., et al., Investigation of leukemia cells from children with common acute
lymphoblastic leukemia for genomic sequences of the primate polyomaviruses JC virus, BK
virus, and simian virus 40. Med Pediatr Oncol, 1999. 33(5): p. 441-3.

Shiramizu, B., et al., Investigation of TT virus in the etiology of pediatric acute
lymphoblastic leukemia. Pediatr Hematol Oncol, 2002. 19(8): p. 543-51.

MacKenzie, J., et al., Screening for herpesvirus genomes in common acute lymphoblastic
leukemia. Leukemia, 2001. 15(3): p. 415-21.

Bogdanovic, G., et al., Human herpes virus 6 or Epstein-Barr virus were not detected in
Guthrie cards from children who later developed leukaemia. Br J Cancer, 2004. 91(5): p.
913-5.

Priftakis, P., et al., Human polyomavirus DNA is not detected in Guthrie cards (dried blood
spots) from children who developed acute lymphoblastic leukemia. Med Pediatr Oncol,
2003. 40(4): p. 219-23.



46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

Isa, A., et al., Human parvovirus B19 DNA is not detected in Guthrie cards from children
who have developed acute lymphoblastic leukemia. Pediatr Blood Cancer, 2004. 42(4): p.
357-60.

Kim, J.H., W.S. Kim, and C. Park, Epstein-Barr virus latent membrane protein 1 increases
genomic instability through Egr-1-mediated up-regulation of activation-induced cytidine
deaminase in B-cell ymphoma. Leuk Lymphoma, 2013. 54(9): p. 2035-40.

Kamranvar, S.A., et al., Epstein-Barr virus promotes genomic instability in Burkitt's
lymphoma. Oncogene, 2007. 26(35): p. 5115-23.

Bornkamm, G.W., Epstein-Barr virus and the pathogenesis of Burkitt's lymphoma: more
questions than answers. Int J Cancer, 2009. 124(8): p. 1745-55.

Isaacson, P.G. and M.Q. Du, MALT lymphoma: from morphology to molecules. Nat Rev
Cancer, 2004. 4(8): p. 644-53.

Rosa, D., et al., Activation of naive B lymphocytes via CD81, a pathogenetic mechanism for
hepatitis C virus-associated B lymphocyte disorders. Proc Natl Acad Sci U S A, 2005.
102(51): p. 18544-9.

Sagaert, X., et al., Gastric MALT lymphoma: a model of chronic inflammation-induced
tumor development. Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 2010. 7(6): p. 336-46.

Viswanatha, D.S. and A. Dogan, Hepatitis C virus and lymphoma. J Clin Pathol, 2007.
60(12): p. 1378-83.

Feng, H., et al., Clonal integration of a polyomavirus in human Merkel cell carcinoma.
Science, 2008. 319(5866): p. 1096-100.



	Portada

	Contenido

	Resumen
	1. Introducción y Planteamiento del Problema

	2. Justificación

	3. Objetivos

	4. Materiales y Métodos

	5. Resultados

	6. Discusión y Conclusiones

	7. Referencias

	8. Anexos


