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Listado de abreviaturas:
aa: aminoacido, aminoacidica.
Ac: anticuerpo.
ADN: &cido desoxirribonucleico.
ADNg: ADN gendmico.
Ag: antigeno.
ARNmM: acido ribonucleico mensajero
BCBL.: linfoma de la base de las cavidades del cuerpo, (siglas del inglés, Body
Cavity Base Lymphoma)
Bcl-2: linfomas de células B, (siglas del inglés B-cell lymphoma), proteina
inhibidora de la apoptosis.
BSA: albumina bovina, (siglas del inglés Bovine serum albumin).
CD4: linfocito T CD4+.
CMSP: células mononucleares de sangre periférica.
CMV: citomegalovirus.
CT: ciclo umbral de fluorescencia, (siglas del inglés cycle treshold)
DHFR: dihidrofolato reductasa.
E: especificidad.
EBNA: antigeno nuclear del VEB, (siglas del inglés Epstein Barr Nuclear Antigen).
ELISA: ensayo inmunoenzimatico, (siglas del inglés Enzyme Linked
Immunosorbent Assay).
EC: enfermedad multicéntrica de Castleman.
EU: Estados Unidos.
FGF: factor de crecimiento de fibroblastos, (siglas del inglés fibroblast growth
factor).
FLICE: enzima convertidora asociada a Fas similar al dominio de la Interleuquina
113, (siglas del inglés Fas associated death domain-like interleuquin-113 converting
enzyme ).

g: gravedades.
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GCR: proteina G acoplada al receptor, (siglas del inglés G protein coupled
receptor)

HAART: terapia antirretroviral altamente efectiva, (siglas del inglés highly active
antiretoviral therapy).

HASK: herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi.

HLA: antigenos leucocitarios de histocompatibilidad, (siglas del inglés
Histocompatibility Leucocyte Antigen).

HSH: hombres que tienen sexo con hombres

HTF: heterosexuales femeninas

HTM: heterosexuales masculinos.

HVS: herpesvirus saimiri.

IFI: inmunofluorescencia indirecta.

IFN: interferdn.

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

ITAM: motivo de activacién de inmunoreceptor compuesto de tirosina, (siglas del
inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)

kb: kilobases.

LAMP: proteina de membrana latente, (siglas del inglés latent membrane protein).
LANA: antigeno nuclear asociado a la latencia, (siglas del inglés Latency-
associated nuclear antigen).

LEP: Linfoma de Efusién Primario.

min: minutos.

MINSAP: Ministerio de Salud Publica.

MIP: proteina inflamatoria de macréfago, (siglas del inglés macrophage
inflammatory protein).

NCAM: moléculas de adhesion celular neuronal, (siglas del inglés neural cell
adhesion molecule).

NJ: neighbor joining.

nt: nucledtido, nucleotidica.

OncoM: oncostatina M.

ORF: marco de lectura abierta, (siglas del inglés Open Reading Frame).
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pb: pares de bases.

PBS: solucion salina tamponada con fosfatos, (siglas del inglés Phosphate Buffer
Solution).

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, (siglas del inglés Polymerase Chain
Reaction).

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, (siglas del inglés platelet-
derived growth factor).

RR: ribonucledétido reductasa.

RTR: regiones terminales repetitivas

RUL: region unica larga.

RVR: Radinovirus de los rhesus.

S: sensibilidad.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

SK: Sarcoma de Kaposi.

SNC: sistema nervioso central.

STF: suero de ternera fetal.

Tat: proteina transactivadora, (siglas del inglés transactivating protein).

TGF: factor transformador del crecimiento, (siglas del inglés transforming growth
factor).

Th: células T cooperadoras, (siglas del inglés T helper).

TK: timidina kinasa.

TPA: tetradecanoylphorbol-13-acetate.

TR: terminales repetitivas.

TS: timidalato sintasa.

v-CYC: ciclina viral

VDRL: prueba seroldgica para el diagnéstico de la Sifilis, (siglas del inglés
Venereal Disease Research Laboratory).

VEB: virus de Epstein-Barr.

VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular, (siglas del inglés Vascular
Endothelial Growth Factor).
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v-FLIP: proteina viral inhibitoria de FLICE, (siglas del inglés Fas-associated death
domain-like IL-1 beta-converting enzyme inhibitory protein)

VHB: virus de la Hepatitis B.

VHC: virus de la Hepatitis C.

VHHG6: virus del Herpes humano 6.

VHHY7: virus del Herpes humano 7.

VHHS: virus del Herpes humano 8.

VHS: virus del Herpes Simple.

VIH: virus de la Inmunodeficiencia Humana.

v-IL6: interleuquina 6 viral.

v-IRF: factor regulador del interferdn viral, (siglas del inglés viral interferon
regulatory factor).

VPN: valor predictivo negativo.

VPP: valor predictivo positivo.

VPR: virus de la Pseudorrabia Porcina.
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Sintesis

Se presentan los resultados sobre la prevalencia, distribucion y epidemiologia
molecular del Virus del Herpes Humano (VHHS8) y el Sarcoma de Kaposi (SK) en
Cuba. Se determind la seroprevalencia a VHH8 en cinco grupos de individuos
cubanos asi como la presencia de ADN de VHH8 en diferentes muestras de
pacientes con SK encontrandose que el 82.2% y el 20.8% de pacientes con SK'y
de individuos seropositivos al VIH sin SK resultaron positivos de Acs al VHHS,
respectivamente. De los donantes de sangre solo el 1.2% presentaron Acs al virus
y ninguno de los receptores de trasplante los tenia. El 66.6% de los contactos
presentaron Acs al VHH8. Se detecto la presencia de ADN del VHHS8 en el 97.2%
de los tejidos de pacientes con SK y en el 63.6% de las muestras de saliva. La
caracterizacion molecular del VHH8 en pacientes cubanos con SK Epidémico y en
contactos sexuales de pacientes con SK infectados con el virus reveldé un amplio
rango de genotipos entre las muestras cubanas, incluyendo los B y A5,
previamente reportados sélo en Africa. Finalmente, se disefié un PCR en Tiempo
Real para determinar carga viral de VHH8 en diferentes muestras, el que demostré
que el 68.1% y el 100% de los contactos sexuales de pacientes con SK y los
pacientes con SK, respectivamente estaban infectados con el virus; sin embargo,
la carga viral de los primeros fue mucho mas baja. Los resultados de este estudio
permitieron obtener datos unicos que contribuyen a esclarecer la epidemiologia y
patogénesis del VHH8 y el SK en Cuba.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

.1 Antecedentes

El sarcoma de Kaposi (SK) fue descrito por primera vez por Moritz Kaposi en
1872 como un tumor raro de la piel de origen vascular que aparecia en hombres
ancianos de origen mediterraneo o judio (Kaposi, 1872). A mediados del siglo XX se
describi6 la forma endémica en Africa y posteriormente la forma iatrogénica (Taylor
y cols., 1972; Harwood y cols., 1979; Ensoli y cols., 1999). El sarcoma de Kaposi asociado
al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SK-SIDA) se reportd en la década de
los 80, cuando se observa un incremento de este tumor en hombres que tienen
sexo con hombres (HSH), lo cual constituyé uno de los primeros indicadores de la
epidemia de SIDA (Jaffe y cols., 1983). De esta forma se establece una clasificacion
clinica de la enfermedad contemplando sus cuatro variantes: SK Clasico, SK
Endémico, SK latrogénico o asociado a trasplante y SK Epidémico o asociado al
SIDA.

El SK-SIDA se presenta en el 35% de los individuos en el curso de la
enfermedad. Se plantea que el 95% corresponde a HSH y soélo pequefos
porcentajes a otros grupos de riesgo como los hombres heterosexuales y las
mujeres que tienen multiples contactos sexuales (Talbot y Whitby, 1999).

Existe diversidad de criterios sobre el origen de las células del Sarcoma de
Kaposi ya que se han encontrado varios tipos celulares (linfociticas, endoteliales,
monocitos, macréfagos, células dendriticas, entre ofras) lo cual ha causado la
controversia de si es realmente una neoplasia (expansion clonal de un tipo celular)
0 una hiperplasia reactiva (expansion policlonal) (Moore y Chang, 2001).

La etiologia viral de la enfermedad fue sugerida por varios autores, pero no es
hasta el afio 1994 que un equipo de investigadores de la Universidad de Columbia
publicé sus descubrimientos sobre un nuevo Herpesvirus como causante del SK
(Chang y cols., 1994). Yuan Chang y Patrick Moore identificaron secuencias de
Acido desoxirribonucleico (ADN) de un herpesvirus no conocido hasta ese

momento en lesiones de SK de pacientes con SIDA; sugiriendo que un nuevo
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Gamma-2 herpesvirus, ahora denominado Virus del Herpes Humano 8 (VHHS8) 6
Herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi (HASK) pudiera ser el agente causal
de esta enfermedad (Chang y cols., 1994). Posteriormente, fue aislado también de
pacientes con los otros tipos de SK, en pacientes con Linfoma de Efusion Primaria
(LEP) y con Enfermedad de Castleman (EC) (Cesarman y cols., 1995a; Gessain y
cols., 1996).

A partir de la identificacion de este nuevo virus han surgido interrogantes
alrededor de su epidemiologia, modo de transmisién y su papel en la patogenia de
la enfermedad.

Una vez conocido el genoma del virus se han realizado varios estudios para
conocer sus mecanismos patogénicos. Se sabe que este virus codifica varios
proto-oncogenes que producen una disregulacién del control del ciclo celular,
inhiben la apoptosis y el control de la diferenciacion celular; todo lo cual puede
contribuir a la formacién del tumor (Moore y cols., 1996a 'y 1998).

Mucho se ha hablado sobre las posibles vias de transmisién de la enfermedad
sin existir aun un consenso. Existen reportes de que el SK es 300 veces mas
frecuente en pacientes con SIDA que en otros pacientes inmunocomprometidos,
20 000 veces mas comun que en la poblacion general (Talbot y Whitby, 1999), 20
veces mas comun en HSH con SIDA que en pacientes infectados con el Virus de
la Inmunodeficiencia Humana (VIH) por vias no sexuales (drogadictos y receptores de
transfusiones) (Beral, 1991). Por otra parte, el SK se ha encontrado en HSH no
infectados con el VIH (Friedman-Kien y cols., 1990) y en Africa, en individuos que
adquirian el VIH por via heterosexual (Beral, 1991).

El VHHS8 ha sido también detectado en muestras de saliva de pacientes con SK-
SIDA y en el lavado bronquioalveolar de pacientes con Kaposi pulmonar. Sin
embargo, como el virus no ha sido aislado en la saliva de pacientes con SK
clasico, ni en pacientes asintomaticos infectados con VHHS8, el papel de la saliva
en la transmision de la enfermedad no esta claro (Talbot y Whitby, 1999). Por otro
lado, se ha detectado la presencia del VHH8 en el semen de pacientes con SK-

SIDA, y también en algunos donantes voluntarios de semen en Estados Unidos
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(EU) (Lin y cols., 1995; Corbellino y cols., 1996). Estos reportes sugieren la posible
transmision sexual del virus. Existen pocos estudios sobre la prevalencia de la
infeccién del tracto genital femenino por VHH8 (Taylor y cols., 2004). Otro dato
interesante es que el SK endémico, frecuente en Africa, se detecta en nifios. En
esta forma de presentacion la via de transmision no seria la sexual, y pudiera entonces

ser la vertical o por contacto a través de la saliva (Schwartz, 2004).

Se han encontrado secuencias de ADN del virus VHH8 en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) y en linfocitos B de pacientes con SK, lo que sugiere
que el virus se encuentra diseminado en el organismo y que probablemente el
compromiso del sistema inmunolégico de los pacientes permite el incremento de la
expresion del agente (Whitby y cols., 1995; Campbell y cols., 2003). Se ha demostrado
que la seroconversion de anticuerpos (Acs) al VHH8 precede la aparicion del SK'y
que la presencia de Acs frente al VHH8 es un indicador fiel de exposicién pasada
al virus (Moore y Chang, 2001; Schwartz, 2004).

El genoma del VHH8 consta de 140 a 165 kilobases (kb) y esta constituido por
una region unica flanqueada en cada extremo por secuencias terminales
repetitivas (TR) (Moore y cols., 1996b). Las secuencias genomicas de VHHS8
colectadas en todo el mundo han revelado que el genoma es altamente
conservado en su mayoria. Sin embargo, Zong y colaboradores en 1999
encontraron que en el extremo 5’ del genoma, se encuentra el gen ORF (marco de
lectura abierta, siglas del inglés Open Reading Frame) K1 que codifica para una proteina
de membrana de 289 aminoacidos (aa) altamente glicosilada. Dicha proteina
muestra un alto grado de variabilidad que difiere hasta un 60%, a nivel
aminoacidico, en las regiones mas variables (Zong y cols., 1999).

Basados en estos reportes se demostrd la existencia inicial de cuatro genotipos
(A, B, C y D) algunos de los cuales parecen estar relacionados geograficamente. Asi, el
genotipo B predomina en Africa y estd mas distante de los grupos A y C encontrados en
Europa y EU. Por otra parte, el genotipo D se haya sélo restringido a habitantes de las
islas del Pacifico (Poole y cals., 1999; Hayward, 1999). Un quinto subgrupo denominado

E y relacionado al D, ha sido encontrado en poblaciones de Amerindios de Brasil y
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Ecuador (Biggar y cols., 2000; Whitby y cols., 2004). Hasta el momento, sélo se han
publicado estudios muy limitados en relacion al gen ORF K1, principalmente en
EU, ltalia, Grecia, Rusia y Africa (Cook y cols., 1999; Zong y cols., 1999; Kadyrova y cols.,
2003).

En Cuba, el SK era muy infrecuente antes de la era del SIDA; aun ahora, se encuentra
restringido mayormente a pacientes seropositivos al VIH. Se han reportado 82 pacientes
con SK-SIDA hasta el mes de Julio del 2004 (Datos obtenidos del Departamento de
Anatomia Patolégica del IPK), lo que representa aproximadamente un 1.4% de la
poblacién cubana viviendo con VIH (5888 hasta Noviembre del 2004, segun el Registro
Nacional de VIH del MINSAP). En los ultimos afios se ha observado en nuestro pais un
incremento en la aparicion del SK-SIDA,; ello se evidencia en que desde el comienzo de
la epidemia de SIDA en Cuba en el afio 1986 hasta 1997 sdlo existian 21 pacientes con
SK, sin embargo en los ultimos 7 afios se han diagnosticado 61 casos nuevos. Si se
tiene en consideracion que muchos de los primeros casos infectados con VIH en Cuba
se contagiaron en Africa, se pudiera asumir que ellos también pudieran haberse
infectado a la vez con el VHHS.

Con todas las evidencias planteadas anteriormente, consideramos muy oportuno e
interesante el estudio del VHH8 y del SK en Cuba desde diferentes puntos de vista, y
particularmente el estudio de su prevalencia en diferentes grupos de la poblacion
cubana, con bajo y elevado riesgo de infeccion por este virus; y el analisis molecular de
del VHH8 en muestras cubanas que nos ayudaria a esclarecer algunas de las
interrogantes acerca del origen y evolucion de este virus no sélo en Africa y Europa, sino

en la region del Caribe.
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1.2 Hipétesis de trabajo
El Virus del Herpes Humano 8 se introdujo en Cuba a partir de diferentes
regiones geograficas y circula con frecuencia en la poblacion seropositiva al VIH,

siendo la via de transmision sexual la mas importante en la diseminacion del virus.

1.3 Objetivos
General:
Contribuir al conocimiento del origen, la patogenia y la epidemiologia del VHH8
y el Sarcoma de Kaposi en Cuba.
Especificos:
1. Determinar la prevalencia de anticuerpos al VHH8 en diferentes grupos de
poblacion cubana en edad sexualmente activa.
2. Determinar la presencia de ADN del VHHS8 en tejido y en muestras de saliva
de pacientes con SK.
3. Caracterizar molecularmente el VHH8 en pacientes con SK y en sus
contactos sexuales sin evidencia clinica de SK.
4. Estudiar la carga viral del HASK en contactos sexuales sin evidencia clinica

de SK'y compararla con la de pacientes con SK.

- 13-
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1.4 Novedad cientifica
e Constituye el primer estudio de VHH8 y SK en Cuba.

e Es el primer reporte a nivel mundial de un estudio en contactos sexuales
asintomaticos infectados con el VHH8 y de la presencia de genotipos africanos en

Ameérica.

e Es importante para definir la circulacion y el origen de este nuevo herpesvirus

en la poblacion cubana asi como sus probables vias de transmision.

e Nos permite conocer si existe relacién entre la presencia de determinado
genotipo con evolucion de la enfermedad, transmision e historia natural del VHHS8

en los pacientes cubanos con SIDA.

e Todos estos aspectos son de gran relevancia para la salud publica y
contribuyen a esclarecer los mecanismos de como las variaciones genéticas

pueden contribuir al escape de la respuesta inmune del hospedero.

1.5 Valor teérico y practico

Estos estudios hicieron posible determinar que el HASK 6 VHHS8 circula con
frecuencia entre la poblacion cubana seropositiva al VIH, no asi en la seronegativa
estudiada. Ademas, los hallazgos seroldgicos en contactos sexuales de pacientes
con SK, indican que el virus se transmite por via sexual aunque pudiera ser
transmitido por contacto a través de la saliva. La caracterizacion molecular del
VHH8 de pacientes cubanos nos permitid hacer algunas inferencias sobre el
origen del mismo en nuestro pais. Por ultimo, con el empleo de métodos
moleculares cuantitativos podriamos no so6lo hacer un diagnéstico temprano en
individuos infectados con el VHH8 de manera asintomatica, sino también
monitorear aquellos que se encuentran bajo tratamiento.

Algunos de los resultados presentados aqui han sido objeto de reconocimientos

como son:
¢ Premio de la Academia de Ciencias de Cuba en el aifio 2001.

e Premio Relevante en el XIV Forum Provincial en el ano 2002.
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Estos resultados, han sido objeto de 8 publicaciones internacionales vy
nacionales, ademas se han presentado en 10 eventos cientificos nacionales e

internacionales.

Los diferentes estudios realizados formaron parte de una Tesis de maestria en
Virologia y de una Tesis de Terminacion de Residencia en Dermatologia, ambas

defendidas satisfactoriamente en 1998 y 2001, respectivamente.

Esta investigacion forma parte de un Proyecto Ramal del MINSAP denominado
“Virus del Herpes Humano 8 (VHHS8) y Sarcoma de Kaposi (SK) en Cuba.
Caracterizacion Viroldgica, Clinico-Epidemiolégica e histolégica” que aun se

encuentra en curso.

1.6 Publicaciones cientificas donde han sido presentados los resultados de la
tesis
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Blanco O, Means R, Jung JU, Lee BS, Hengge U. Molecular Epidemiology and
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Treatment of AIDS-Associated Kaposi Sarcoma. In the Era of HAART. 2004 Am J
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e Kouri V, Eng S, Rodriguez ME, Resik S, Orraca O, Moore P, Chang Y.
Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) seroprevalence in Cuban
populations. 2004 Rev Panam Salud Publica 15(5):320-325.

e Kouri V, Liang X, Rodriguez ME, Capo V, Resik S, Barrios J, Mantecon B,
Blanco O, Means R, Jung JU, and Lee BS. Molecular Characterization of KSHV
subtypes in Cuban AIDS-KS population. 2004 Int J Infect Dis 8 (Supplem.
1):1201-9712.

e Kouri V, Resik S, Enamorado A, Moreno D, Garcia S, Acosta B, Morier L,
Gonzalez L. Longitudinal Study of Herpesviruses in Kidney Transplant Recipients
in Cuba. 2003 Clinical Infectious Disease 36:818-821.

e Kouri V, Rodriguez ME, Infante E, Arteaga E, Capo V, Blanco V, Resik S,
Moore P. Sarcoma de Kaposi y Virus del Herpes Humano 8 (VHH8) en Cuba.
2002 Revista Latinoamericana de Microbiologia 44(4) Suplemento.
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e Resik S, Kouri V, Soto Y, Acosta B, Rodriguez ME, Muné M, et al.
Contribucién al diagndstico de algunas infecciones oportunistas en el paciente
inmunocomprometido. 2001 Biotecnologia Aplicada 18:107-108.

1.7 Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados de la tesis

¢ || Conferencia Internazionale di Dermatologia’99, Cuba (1999). Anticuerpos al
Virus del Herpes Humano 8 en diferentes grupos de la poblacion cubana. Vivian
Kouri, Sybil M. Eng, Maria E. Rodriguez, Sonia Resik, Odalys Orraca, Patrick S.
Moore, and Yuan Chang.

¢ International Symposium on HIV, Leukemia, and Opportunistic Cancers,
Marrakech, Morocco (1999). Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV)
seroprevalence in various populations in Cuba. Vivian Kouri, Sybil M. Eng, Maria
E. Rodriguez, Sonia Resik, Odalys Orraca, Patrick S. Moore, and Yuan Chang.

¢ |V Conferencia Internacional sobre el VIH/SIDA en Cuba, Centroamerica y el
Caribe (2000). Seroprevalencia del Virus del Herpes Humano 8 en diferentes
grupos de la poblacion cubana. Vivian Kouri, Sybil M. Eng, Maria E. Rodriguez,
Sonia Resik, Odalys Orraca, Patrick S. Moore, and Yuan Chang.

e XVI Congreso Latinoamericano de Microbiologia. VI Congreso Cubano de
Microbiologia y Parasitologia. Ill Congreso Cubano de Medicina Tropical (2002).
Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba. Vivian Kouri, Ma
Elena Rodriguez, Ena Infante, Ernesto Arteaga, Virginia Capd, Orestes Blanco,
Sonia Resik, Beatriz Mantecon, Antonio Tenorio, Francisco Pozo, Sybil Eng, Yuan
Chang, Patrick Moore.

e 6to Congreso Latinoamericano de Inmunologia. 3er Congreso Cubano de
Inmunologia. 9-13 Diciembre 2002. Virus del Herpes Humano en Cuba. Vivian
Kouri, Ma Elena Rodriguez, Ena Infante, Ernesto Arteaga, Virginia Capd, Orestes
Blanco, Sonia Resik, Beatriz Mantecon, Antonio Tenorio, Francisco Pozo, Sybil
Eng, Yuan Chang, Patrick Moore.

e |l Foro en VIH /SIDA/ITS en América Latina y el Caribe. 7-12 Abril 2003. Virus
del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba. Vivian Kouri, Ma Elena
Rodriguez, Ena Infante, Ernesto Arteaga, Virginia Cap6, Orestes Blanco, Sonia
Resik, Beatriz Mantecén, Antonio Tenorio, Francisco Pozo, Sybil Eng, Yuan
Chang, Patrick Moore.

e Xl International Congress of Infectious Diseases. Cancun. Mexico. Marzo
2004. Molecular Epidemiology and KSHV subtypes in Cuban AIDS-KS population.
Vivian Kouri, Xiaozhen Liang, Maria Elena Rodriguez, Virginia Capo, Sonia Resik,
Julio Barrios, Beatriz Mantecon, Orestes Blanco, Robert Means, Jae U Jung, and
Bok-Soo Lee.
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e |V Congreso Nacional de Inmunologia. Cuba. 17-20 Noviembre 2004.
Molecular Epidemiology and KSHV ORF K1 subtypes in Cuban AIDS-KS
population. Vivian Kouri, Xiaozhen Liang, Maria Elena Rodriguez, Virginia Capo,
Sonia Resik, Julio Barrios, Beatriz Mantecon, Orestes Blanco, Robert Means, Jae
U Jung, Bok-Soo Lee and Ulrich Hengge.

e Dermatology Forum. Cologne. Alemania. Noviembre 2004. Molecular
Epidemiology of Kaposi Sarcoma Herpesvirus (KSHV) in Cuban and German
patients with Kaposi’'s Sarcoma (KS). Vivian Kouri, Alessandra Marini, Roya
Doroudi, Ulrich R. Hengge.

e 15" European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases.
Dinamarca. 2-5 Abril. 2005. Molecular Epidemiology of Kaposi Sarcoma
Herpesvirus (KSHV) in Cuban and German patients with Kaposi's Sarcoma (KS)
and asymptomatic sexual contacts of Cuban KS patients. Vivian Kouri,
Alessandra Marini, Roya Doroudi, Maria E. Rodriguez, Virginia Capo, Sonia Resik,
Martinez PA, Ulrich R. Hengge.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

II.1 Virus del Herpes Humano 8 (VHH8) o Herpesvirus asociado al Sarcoma
de Kaposi (HASK)

El Virus del Herpes Humano 8 6 Herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi es el virus
tumoral humano mas recientemente descrito. Existen actualmente solo tres
enfermedades proliferativas asociadas con la infecciéon por HASK: El SK, el LEP ¢
Linfoma de las Base de las cavidades del cuerpo y la EC, en su variante celular
plasmatica.

El SK fue descrito por primera vez por Moritz Kaposi en 1872, como un tumor agresivo
no doloroso que afectaba a hombres ancianos de origen mediterraneo. Posteriormente,
fue descrito también en Africa (Taylor, 1972; Ziegler y Katongole, 1996). Con el inicio de la
epidemia de SIDA, aparecié una forma particularmente agresiva de SK, la que puede
diseminarse y conducir a la muerte del paciente (Jaffe y cols., 1983). EL SK en personas
severamente inmunodeprimidas, como son los receptores de trasplante, también puede

progresar rapidamente (Harwood y cols., 1979).

El VHH8 es uno de los patéogenos que han sido descubiertos al aplicar los
métodos de biologia molecular (Relman, 1999). ElI mismo fue identificado a partir de
una lesion de piel de un paciente con SK asociado a SIDA en el afio 1993, usando
la técnica denominada analisis de diferencias representativas, un proceder basado
en la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, siglas del inglés,
Polymerase Chain Reaction), seguido de una hibridizacion sustractiva que permitio
aislar dos pequerios fragmentos del genoma viral (Changy cols., 1994). La deteccion
del ADN viral se extendid luego a las otras formas del SK no relacionadas al VIH
(Ambroziak y cols., 1995; Boshoff y cals., 1995a; Collandre y cols., 1995; de Lellis y cols., 1995;
Dupin y cols., 1995; Moore y Chang, 1995), asi como al LEP (Cesarmany cols., 1995a) y a
la EC (Soulliery cols., 1995).

La identificacion de una linea celular derivada de LEP (Cesarman y cols., 1995b;
Komanduri y cols., 1996) condujo al desarrollo de la primera generacién de pruebas
serologicas usadas en la caracterizacion de la biologia y epidemiologia del virus
(Gao y cols., 1996 a y b; Kedes y cols., 1996; Lennette y cols., 1996; Miller y cols., 1996).
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Dos afios después del descubrimiento del virus se logré obtener la secuencia
completa de su genoma a partir de lesiones de pacientes con LEP (Russo y cols.,
1996)y de SK (Neipel y cols., 1997).

Un hallazgo llamativo en el VHH8 es que, de forma similar a otros radinovirus, (Albrecht
y cols., 1992; Neipel y cols., 1998) este virus ha capturado un numero reconocible de
ADNSs del ciclo celular en su genoma (pirateria molecular). Estos genes juegan un papel
regulador importante en el mantenimiento y propagacion del virus en el ambiente hostil
de la célula huésped. Aunque la mayoria de estos genes “piratas” son unicos del VHHS,
un analisis mas profundo ha revelado que ellos afectan las mismas vias de sefales
celulares moduladas por proteinas virales de otros herpesvirus, particularmente del Virus
de Epstein-Barr (VEB) (Moore y Chang, 1998).

El conocimiento de la epidemiologia del VHH8 y su papel en los tumores
asociados a inmunodepresion ha aumentado rapidamente desde su descubrimiento (Sarid
y cols., 1998 y 1999). Sin embargo las bases moleculares para su patogenicidad estan
actualmente bajo investigacion. EI hombre es el unico hospedero conocido y las pruebas
serolégicas disponibles en el momento actual permiten detectar la mayoria de los casos
infectados. A diferencia de los otros herpesvirus, este nuevo agente no es ubicuo y sélo
una pequefia minoria de personas son positivas al VHH8 (Schwartz, 2004). Sin
embargo, en algunas regiones del mundo, incluyendo grandes areas de Africa,
existe un gran numero de individuos con evidencia de exposicion al virus
(Wilkinson y cols., 1999). La infeccidén con el VHH8 se caracteriza por un periodo de
latencia prolongado que se presume sea por toda la vida. Por ello, los portadores sanos
de la infeccion por el VHH8 pudieran desarrollar tumores relacionados al VHH8 afos
después de la infeccidn primaria, particularmente después de la infeccion con el VIH o de
recibir tratamiento inmunosupresor para prevenir el rechazo al trasplante (Schulz, 2000;
Avery, 2004).

A pesar del progreso en el conocimiento de la biologia molecular y la epidemiologia de
este agente, su caracterizacion virolégica se ha visto obstaculizada por dificultades en el
cultivo del VHHS8 in vitro. Por esta razén no se han podido realizar experimentos

genéticos con virus delecionados, métodos éstos que han sido usados exitosamente
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para definir la biologia de otros herpesvirus como el Virus del Herpes Simple tipo-1 (VHS-
1) y el VEB. Ademas, se conoce poco de las interacciones entre multiples genes del
VHHS8 in vivo.

Finalmente, el conocimiento de la inmunidad mediada por células generada por el
VHHS8, critica para la comprension de la patogenia y el desarrollo de vacunas, se
encuentra en un estadio inicial. A pesar de estos obstaculos, el VHH8 constituye un

nuevo e importante modelo de estudio de la virologia tumoral humana.
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1.2 Clasificacién

El VHH8 6 HASK pertenece al género Radinovirus o Gamma-2
herpesvirus, incluido en la subfamilia Gammaherpesvirinae dentro de la
familia Herpesviridae (Figura 1). Esta estrechamente relacionado al
herpesvirus saimiri (HVS) de los monos ardilla, el prototipo y mas
extensamente estudiado de los radinovirus antes del descubrimiento
del VHHS8. EI VHHS8 es el unico radinovirus humano identificado hasta
la actualidad (Albrecht y cols., 1992; Berend y cols., 1993; Duboise y cols.,
1998).

GAMMAHERPESVIRUS
Radinovirus
vie2 VS HASK
VEB
Linfocnptovirus 1 33 ALFAHERPESVIRUS
100 VHS1

y VHS2
100 8

VHE1
% VPR
100

[— VvZ
0.2 Divergencia

WHH7
VHHE
ChY

BETAHERPESVIRLIS
Figura 1. Arbol filogenético de la familia Herpesviridae, donde aparece la relacién del Herpesvirus

Asociado al sarcoma de Kaposi (HASK) con los otros Herpesvirus. Tomado del Fields, Virology,
2001.

Il. 3 Estructura Viral y replicacion
11.3.1 Estructura Viral

El VHHS8 es un virus grande, su tamano puede variar desde 120 hasta 300

nanometros (nm), es envuelto, con genoma de ADN de doble cadena que
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comparte muchas de las caracteristicas de los otros Herpesvirus (Moore y
Chang, 2001). Los viriones del HASK tienen una nucleocapside electrodensa
rodeada por un tegumento amorfo con material proteinaceo y una envoltura
formada por una bicapa lipidica (Renne y cols., 1996). La reconstruccion
tridimensional de la capside del VHHS8, observada por criomicroscopia
muestra que tanto el tamafio como la organizacion estructural es similar a
los otros herpesvirus previamente estudiados (Figura 2) (Trus y cols., 2001).
El VHHS tiene glicoproteinas estructurales similares a las usadas por otros
herpesvirus para la entrada a la célula y para la replicacion del virion (Pertel
y cols., 1998). Particulas similares a herpesvirus fueron encontradas por
microscopia electrénica en lesiones de SK asociado a SIDA desde el afio
1984 (Waltery cols., 1984).

Herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi
(HASK)

Tegumento

Envoltura ¢
ADN

Capside

Figura 2. Representacion esquematica del HASK. Tomado de PRN notebook 2002;7:1.
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11.3.2 Estructura genémica y organizacion

El genoma consta de 140 a 165 kb de longitud y consiste en una region unica
larga (RUL); contiene al menos 87 genes, y es flanqueado por regiones terminales repetitivas
(RTR) (Moore y cols., 1996b) (Figura 3). Existen numeros variables de unidades terminales
repetitivas en cada virus y estas variaciones permiten hacer ensayos de monoclonalidad
dentro de las células (Judde y cols., 2000). Cada unidad repetitiva de 801-pb tiene un alto
contenido en G+C (85%) y sefales de division de secuencias (Russoy cols., 1996).

La organizacién genética de las RUL es similar a aquellas del HVS, por lo que los genes
del HASK son consecutivamente nombrados de manera similar, excepto para los tres
primeros genes del HVS, que no se encuentran representados en el genoma del VHH8
(Russo y cols., 1996; Neipel y cols., 1997). Nuevos genes contindan siendo descritos a
partir de estudios de transcripcién, ya que las anotaciones iniciales del genoma fueron a
proposito conservativas. Los genes que no han sido similares a los del HVS se les ha
introducido el prefijo K (ORF K1 a K15) e incluye muchos de los genes homodlogos
celulares (Moore y Chang, 2001; Zongy cols., 1999y 2002).
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Las regiones codificantes de los radinovirus contienen segmentos
conservados de genes de proteinas estructurales y metabdlicas comunes a
todos los herpesvirus intercalados con grupos de genes no conservados
relacionados con la latencia y la regulacion de la célula huésped. Estas
regiones no conservadas divergen aun entre especies relacionadas
estrechamente y frecuentemente contienen genes piratas que se originaron
del ADN celular. Los radinovirus no codifican una transcriptasa inversa, por
lo tanto los mecanismos mediante los cuales estos virus capturan el ADN
complementario celular permanece siendo un enigma (Neipel y cols., 1997 y
1998).

g
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Figura 3. Genoma del VHH8. Tomado de J Natl Cancer Inst Monographs 1998 ;23:79-88.

A fines de 1996 el genoma completo del VHH8 fue secuenciado, encontrandose que

contenia muchos genes interesantes, incluyendo varios genes homologos de genes
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celulares (Moore y cols., 1996a y 1996b), los mismos se relacionan a continuacion y se
resumen en la Tabla 1.

« Citoquinas: gen homologo a la interleuquina 6 (v-IL6) el cual es un factor
funcional para el crecimiento de células B y un regulador negativo de la apoptosis.

« Quimoquinas: Tres genes virales con homologia al gen que codifica para la
proteina inflamatoria de macréfagos (MIP, del inglés Macrophage Inflammatory
Protein) denominados vMIP-I, vMIP-Il y vMIP-Ill. Todos son angiogénicos in vitro.
Ademas, el vMIP-Il es un antagonista ampliamente activo de las quimoquinas
celulares y puede inhibir la infeccién por el VIH-1 (Moore y cols., 1996a 'y 1996b).

« Genes de respuestas de citoquinas: Un homodlogo del factor regulador del
interferén (v-IRF, del inglés Interferon Regulatory Factor). El mismo puede conferir
resistencia a los efectos anti-proliferativos del interferon alfa. También interactua
con la proteina co-activadora transcripcional p300 para alterar la expresion de
genes, y puede regular positivamente la expresién de c-myc, el cual promueve la
progresion del ciclo celular.

« Receptores celulares: se han encontrado genes homdlogos del receptor del
complemento (CR2/CD21), una molécula de adhesion (NCAM) y una molécula de
superficie de células T con propiedades inmunosupresoras.

« Genes reguladores del crecimiento: un homdlogo a la ciclina D codificado
por ORF72. El mismo forma un complejo activo de ciclina, que es resistente a las
vias normales de control del crecimiento. Como resultado, la ciclina viral (v-CYC)
previene el arresto del ciclo normal G1 de la proliferacion celular.

« Proteina G acoplada al receptor: ORF74 (VGCR, del inglés G Protein Coupled
Receptor) puede estimular las vias de sefales acopladas a la proliferaciéon celular, y
puede actuar como un oncogen in vitro; este producto génico puede ademas
estimular la liberacién de factores angiogénicos potentes como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular Endotelial Growing

Factor) en respuesta a la unién con quimoquinas celulares.
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e Inhibidores de la apoptosis: un homdlogo de bcl-2 (vbcl-2), el cual puede
inhibir la apoptosis; una proteina inhibidora FLICE (v-FLIP) que puede prevenir la

muerte celular mediada por Fas.

« Sintesis de ADN y replicacién: Al igual que los otros herpesvirus, el VHH8
contiene genes para las enzimas ribonucleétido reductasa (RR), dihidrofolato
reductasa (DHFR), timidina kinasa (TK) y timidalato sintasa (TS).
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Tabla 1. Propiedades funcionales de algunos genes reguladores del HASK.

Gen HASK

ORF K1

ORF K2

ORF K4

ORF K4.1

ORF K6

ORF 16

ORF 50

ORF K8

ORF K9

ORF K10.5

ORF K12

ORF K13

ORF 72

ORF 73

ORF 74

Proteina
HASK

K1

viL-6

VvMIP 1l

VvMIP Il

vMIP |
vbclL-2
ART

b-ZIP

VIRF-1

LANA 2

Kaposin

VFLIP

vCYC

LANA 1

vGCR

Funcion

Proteina de membrana constitutivamente activa, conteniendo
un motivo ITAM. Transforma fibroblastos de roedores y células
T primarias. Ectodominio variable usado para analisis de
secuencias de HASK.

Previene la apoptosis en células plasmaticas dependientes de
IL6. Se une a la sub-unidad gp 130 del receptor de la IL6.
Induce angiogénesis en fibroblastos de roedores. Se expresa
s6lo en poblaciones de células hematopoyéticas infectadas.

Se une a CCR3 e induce angiogénesis. Induce quimiotaxis de
eosindfilos y respuesta Th2. Antagonista de CCR8 y vGCR.

Induce quimiotaxis Th2. Angiogénesis. Proteina expresada en
lesiones de SK (por Western Blot).

Angiogénesis. Induce quimiotaxis Th2. Antagonista de CCR8.
Inhibe apoptosis mediada por Bax.

Transactivador que inicia la expresion de genes liticos.
Transactivador litico.

Inhibe las sefales del interferén y transforma fibroblastos de
roedores.

Expresion latente en células B. Inhibe la apoptosis mediada por
p53.

Transcripto nuclear poliadenilado expresado abundantemente
en SKy LEP. Transforma fibroblastos de roedores.

Homodlogo del inhibidor de la apoptosis celular FLICE.

ARNm latente expresado en dependencia del ciclo celular.
Fosforila y regula negativamente a p27.

Se une a ori-P y mantiene el episoma viral. Inhibe a p53 y a la
proteina de retinoblastoma, RB1.Principal Antigeno latente
nuclear empleado en las pruebas seroldgicas. Proteina
expresada en todas las células infectadas con HASK.

Homologo a receptor de quimoquinas. Induce transformacion y
angiogénesis en fibroblastos de roedores. Sefiales a través de
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la proteina G heterotrimérica. La sefial es inhibida por el
Interferén gamma.

Homologia posicional y estructural a las proteina del VEB,
ORFK15 LAMP LAMP1y LAMP2A. Existen dos formas: Predominante (P) y
Menor (M).

Abreviaturas: HASK herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi; ORF: marco de lectura abierta, del inglés open reading frame;
ITAM: motivos de activacién de inmunoreceptores de tirosina, del inglés, Immunoreceptor tyrosine-based activation motif. ; SK:
Sarcoma de Kaposi; vIL-6: interleuquina 6 viral; MIP: proteina inflamatoria de macréfago del inglés,macrophage infalmmatory
protein; VIRF: factor regulador del interferdn viral, del inglés interferon regulatory factor; v-CYC: ciclina viral; vFLIP: inhibidor viral de
la apoptosis; LANA: antigeno latente nuclear, del inglés latent nuclear antigen; GCR: proteina G acoplada al receptor, del inglés
G protein coupled receptor; CCR3: receptor de quimoquinas; Th: células T cooperadoras, del inglés T helper, ARNm: acido
ribonucleico mensajero, LAMP: proteina de membrana latente, del inglés latent membrana protein, VEB: virus de Epstein-Barr.

11.3.3 Pirateria Molecular de Genes Reguladores Celulares

La principal caracteristica que distingue al VHH8 de otros virus tumorales es la
presencia de gran cantidad de genes homologos a genes reguladores del ciclo celular,
conocidos como genes reguladores “piratas” (Moore y Chang, 1998; Osman y cols., 1999;
Stine y cols., 2000). Sin embargo, en el VEB, se ha encontrado una correspondencia
cercana entre los genes celulares inducidos por la infeccion por el VEB y los homdlogos

celulares codificados por el VHH8 (Moore y cols., 1996b; Sun'y cols., 1999).

El avance en el conocimiento de las funciones de muchos de los genes del VHH8 hace
de este virus un modelo para el estudio de virus tumorales. Otros virus modulan algunas
de las mismas vias reguladoras, y todavia queda por dilucidar cuanto se puede extender

este principio a virus tumorales no relacionados.

11.3.4 Replicacion viral e Infeccion de las células

Similar a otros herpesvirus, el HASK tiene dos modos de replicacion: litico, en el cual el
ADN viral es replicado por la polimerasa codificada por el virus y encapsidado en viriones
infecciosos; y latente, en el cual episomas virales circulares se replican a la vez que el
ADN de la célula huésped, usando la maquinaria de replicacion celular (Moore y Chang,
2001). La iniciacién de la replicacion litica resulta en muerte celular, principalmente por
apoptosis (Yu y cols., 1999). No obstante la posibilidad de la produccion viral continuada
sin muerte celular no ha sido extensamente estudiada.

Los herpesvirus inician la replicacion litica a través de cascadas transcripcionales en las
cuales un gen transactivador viral especifico actia como controlador para comenzar los

pasos subsecuentes en la expresion de genes virales liticos (Jenner y cols., 2001). Una
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vez que las proteinas transactivadoras son expresadas en respuesta a sefales celulares;
ellas por su parte, activan promotores de otros genes virales del VHHS8 en la cascada de
expresion litica. Los genes virales necesarios para la replicaciéon viral y encapsidacion
son activados secuencialmente ya sea directamente por el transactivador o
secundariamente por reguladores transcripcionales en una serie de ondas de
transcripcién de genes virales inmediatos tempranos, tempranos y tardios (Moore y
Chang, 2001). No obstante, genes individuales del VHH8 pueden ser también regulados
por vias de sefiales celulares tejido-especifico (Moore y Chang, 2001). Por ello, algunos
genes expresados durante la latencia en algunos tejidos pueden ser regulados y expresados
primariamente durante la replicacion litica en otros tipos de células (Schwartz, 2004).

Existen dos genes del VHHS, el ORF K8 (Gruffat y cols., 1999) y el ORF 50 (Lukac y
cols., 1998; Sun y cols., 1998) que codifican para las proteinas K-bZIP y ART (activadores
de la replicacion y de la transcripcion respectivamente), que son candidatos para
transactivadores liticos. Estas proteinas son homologas a los transactivadores liticos Zta
(ZEBRA) y Rta del VEB. Las relaciones entre estos transactivadores del VHHS8 no estan
completamente claras aun. Sin embargo, algunos estudios indican que ART pudiera
primero transactivar el gen ORF K8; mientras que la proteina K-bZIP subsecuentemente
actuaria en otros promotores virales (Suny cols., 1999). En este caso la expresion de ART
sola es suficiente para iniciar todos los eventos que llevan a la replicacion litica. Los
elementos de unién al ADN en los promotores de genes de respuesta al ART del VHH8

no han sido completamente caracterizados todavia.

Se han identificado dos sitios de origen de la replicacién en el genoma del VHH8
mediante analisis de secuencia (Nicholas y cols., 1998). Similar a lo que ocurre para el
VEB, la replicacion litica puede ser activada por agentes quimicos, incluyendo el butirato
y el forbol éster, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA o PMA) (Miller y cols., 1997).
El TPA activa la transcripcion a través de la sefial AP-1, mientras el butirato inhibe la
histona deacetilasa incluida en la represion transcripcional. EI TPA también induce la
expresion de histona acetiltransferasa, sugiriendo que la des-represion de la transcripcion
de genes es un factor critico en la iniciacion de la replicacion litica (Masumi y cols., 1999).

El ADN del VHH8 es empacado dentro de la particula viral en el nucleo celular, y el virion
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es envuelto en el aparato de Golgi o en la membrana celular plasmatica tal como es

exportada fuera de la célula (Figura 4).

Figura 4. Maduracioén del virién en la linea celular BCBL-1 derivadas de LEP 48 horas después
de la estimulacion con TPA. A: nucleocapsides formandose en el nucleo celular, B: capsides
virales gemando a través de la membrana nuclear, C: virién en la cisterna perinuclear después del
egreso del nucleo, D: virion encapsidado dentro de la vesicula citplasmatica, E: viriones

completos gemando por la membrana celular, F: particulas libres en el espacio intercelular.
(Microscopia electronica, magnificado 36000x ; Tomado del Fields, Virology, 2001).

Una vez que el virién entra a una nueva célula huésped, el genoma se circulariza en sus
regiones terminales repetitivas para formar un episoma que se replicara junto a la célula
durante el periodo de latencia. Los receptores de membrana que permiten la adhesion y
entrada a la célula son desconocidos. El episoma es mantenido en la célula replicativa
por el antigeno nuclear asociado a la latencia (LANA, del inglés; Latency- associated
nuclear antigen) codificado por el ORF 73 (Ballestas y cols., 1999; Jenner y cols., 2001).
LANA es similar a la proteina nuclear del VEB denominada EBNA1 (Yates y cols., 1984).
El sitio por el que LANA se une al ADN viral, denominado origen de replicacion del
plasmido, (ori-P) no ha sido aun identificado pero se sugiere que pudiera estar ubicado
en la terminales repetitivas (Ballestas y Kaye, 2001). Esto permite la segregacion
igualitaria de genomas latentes virales a las células hijas durante la mitosis. Durante la

latencia, la expresion de genes es minimizada y el virus se apoya en la maquinaria de
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replicacion del acido nucleico celular para sobrevivir (Moore y Chang, 2001). El silencio de
los genes virales durante la latencia minimiza la presentacion de antigenos extrafios
evadiendo asi la respuesta inmune.

El reservorio primario de la infeccion persistente asintomatica por el HASK parece ser el
Linfocito B CD19+ (Ambroziak y cols., 1995). La infeccion natural del endotelio, las células
B, y posiblemente células monocito-macréfago CD68+; el epitelio prostatico y las raices
dorsales de los ganglios sensoriales también han sido reportadas (Ambroziak y cols.,
1995; Blasig y cols., 1997; Diamond y cols., 1998). En la lesioén de SK, virtualmente todas
las células fusiformes tienen niveles detectables de ADN y proteinas virales (Boshoff y
cols., 1995b; Staskus y cols., 1997; Dupin y cols., 1999) pero la mayoria de las células de la
lesion se encuentran infectadas de manera latente por lo que no generan virus

encapsidados (Orenstein y cols., 1997).

Il.4 Radinovirus relacionados

Desde el descubrimiento del VHHS, la lista de los radinovirus de primates descubiertos
se ha expandido rapidamente. El radinovirus de los rhesus (RVR), produce una infeccion
comun de los Macacos rhesus. El virus ha sido adecuadamente cultivado en células de
rifidn de mono asi como el HVS (Desrosiers y cols., 1997). Fragmentos de ADN de otros
dos radinovirus (RVR) asociados con fibromatosis retroperitoneal en Macacos rhesus
(Rose y cals., 1997) y dos radinovirus de monos verdes africanos (Schulz y Moore, 1999)
han sido aislados, pero estos no se han podido propagar in vitro. Estos descubrimientos
sugieren que un progenitor primate del viejo mundo fue infectado con dos lineas
separadas de radinovirus, los cuales han ido subsecuentemente evolucionando junto con
su huésped primate (Rose y cols., 1997; Schulz, 2000). Mas recientemente se han
identificado virus similares al VHH8 en chimpancés y gorilas (Greensill y cols., 2000;
Lacoste y cols., 2000a). Una linea de primates, tiene relaciones genéticas y propiedades
de cultivo in vitro similares al VHH8, mientras que la otra es similar al RVR. Debido a
que no se ha encontrado una contraparte del RVR en humanos, se ha sugerido
que debe existir al menos un radinovirus humano que todavia no ha sido
descubierto ni caracterizado (Jungy cols., 1999; Schulz, 2000; Rickinson, 2001).
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I1.5 Historia Natural de la Infeccion por el HASK

No se han reportado sintomas clinicos caracteristicos de la infeccion primaria por el
HASK. La mayoria de las infecciones primarias son asintomaticas; un caso bien
documentado de un paciente seropositivo al VIH desarrolld6 una linfadenopatia
angiolinfoproliferativa acompanada por una elevacion en los antigenos nucleares
asociados a la latencia del VHHS8, seguido por una elevacion en el titulo de Acs frente a
ORF 65 en suero (Oksenhendler y cols., 1998). La infeccidn primaria genera una respuesta
de Acs de tipo IgM e IgG frente a LANA y a Ags liticos. Los titulos de Acs IgM son transitorios,
permaneciendo por algunos meses (Regamey y cols., 1998). La elevacion en el titulo de Acs
puede ser predictiva de enfermedad asociada el VHHS, y el patron de seroreactividad frente a
Ags especificos puede evolucionar durante el curso del SK (Goudsmit y cols., 2000).

El periodo de incubacién para la enfermedad causada por el VHH8 es dependiente en
primer lugar, del estado inmune de la persona infectada mas que del tiempo de infectado
con el VHH8. Los examenes de pacientes transplantados que han recibido un érgano
infectado nos ofrecen los estimados mas precisos del periodo minimo de incubacion
después de la infeccion, el que puede oscilar entre 13 y 27 meses después de la
infeccion. (Regamey y cols., 1998). Entre los pacientes seropositivos al VIH el riesgo para
desarrollar SK depende del conteo de CD4 mas que de la carga viral de VIH (Renwick y
cols., 1998; Moore y Chang, 2001), y la mitad de aquellos destinados a desarrollar SK se
infectan entre 2 y 6 afos antes del desarrollo de la enfermedad (Gao y cols., 1996b).
Algunos pacientes, no obstante, pueden desarrollar la enfermedad clinica varios meses
después de la infeccidn primaria con el HASK. En estudios longitudinales se ha reportado
que aquellos infectados primero con el VIH y luego con HASK desarrollaran SK asociado
a SIDA mas rapido que aquellos en que la infeccidn ocurra de manera inversa (Renwick y
cols., 1998).

El control inmunolégico de la infeccién por el VHH8 en adultos sanos es evidente
segun diversos estudios clinicos (Schulz y cols., 2002; Hengge y cols., 2004). Se ha
observado una respuesta frente a las proteinas codificadas por los genes ORFK1,
ORFK8.1y ORFK12 en linfocitos T citotdxicos restringidos a moléculas HLA (del inglés,

Histocompatibility Leucocyte Antigen) clase | en pacientes infectados pero, esta
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respuesta se pierde a medida que los pacientes progresan en el estado de

inmunodeficiencia relacionado al SIDA (Moore y Chang, 2001).

I1.6 Clasificacion clinica-epidemiolégica del Sarcoma de Kaposi

Contempla cuatro variantes (Figura 5) (Talbot y Whitby, 1999):

1. SK Clasico: predomina en el sexo masculino (relacion hombre-muijer, 15:1), aparece
entre los 50 y los 70 afos de edad y tiene un curso crénico benigno en 10 a 15 afos con
una mortalidad del 20 % de los afectados; es frecuente en paises de la zona del

Mediterraneo.

2. SK_ Endémico: comun en Africa Ecuatorial con una relacion hombre-muijer similar al
SK clasico, aparece entre los 25 y los 40 afios pero se ven casos virulentos infantiles

(Ziedler y Katongole, 1996). Entre ellos se destacan cuatro tipos:

a) Indolente o nodular: similar al clasico.

b)Florido: se presenta con tumores fungoides y exofiticos que invaden hasta el

hueso.

c) Infiltrativo: agresivo localmente, afecta la piel en forma difusa, el tejido celular

subcutaneo y hueso.
d)Linfadenopatico: Casi exclusivo de ganglio y rapidamente fatal.

3. SK asociado a transplante o latrogénico: tiene una frecuencia de 150-200 veces

mayor que en la poblacion general con una relacion hombre-mujer de 2,3:1. Aparece,
como promedio, 16 meses después del transplante (Qunibi y cols., 1998). Un 30% de los
casos mueren por la diseminacion del SK. Mejora con las reducciones o los cambios de
la terapia inmunosupresora. Se ha visto en inmunodeprimidos por terapia para
enfermedades diversas (pénfigo, artritis reumatoide, entre otras).

4. SK Epidémico: fue una de las primeras afecciones reportadas al inicio de la epidemia
de VIH/SIDA, constituye la manifestacion inicial del SIDA en el 25 al 30% de los casos y
se presenta durante el curso de la enfermedad, en el 35% de los pacientes. Se plantea
que el 95% corresponde a HSH y sdélo pequefios porcentajes a otros grupos de riesgo
(Henggey cols., 2002 y 2004).
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Figura 5. Variantes clinica-epidemioldgicas del Sarcoma de Kaposi. A- Clasico, B- Epidémico,C-
latrogénico, D-Endémico. Tomado de Lancet 2002, 2:344-352.

A diferencia de la forma clasica del Kaposi, las lesiones en los pacientes con SIDA no
tienen predileccion por los miembros inferiores, sino que también se localizan en la parte
superior del tronco, la cara, paladar, la conjuntiva, los ganglios linfaticos, pulmones y el
tracto gastrointestinal. EI compromiso sistémico lleva a la muerte, la cual es mas
probable si se asocia con una infeccion oportunista. El compromiso pleuropulmonar es el

signo mas ominoso (Talbot y Whitby 1999; Hengge y cols., 2002).

1.7 Caracteristicas Anatomopatolégicas
En este acapite solamente nos vamos a referir al SK epidémico o asociado a SIDA.

a) Caracteristicas Macroscdpicas (Lever y Schaumburg, 1983)

El SK epidémico puede manifestarse en cualquier area de la piel, las mucosas e
inclusive afectar 6rganos internos. De esto se deriva la clasificacion en:

e Sarcoma de Kaposi cutaneo.

e Sarcoma de Kaposi mucocutaneo.

e Sarcoma de Kaposi sistémico o visceral.
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El SK cutaneo, antes de alcanzar la forma nodular o tumoral, puede manifestarse como
maculas planas de color rosado o violaceo (parche) o ligeramente elevadas con fina
descamacion (placas). Las lesiones mas frecuentes se localizan en la boca, el cuello, los
muslos y la planta de los pies; puede acompaniarse de inflamacion y dolor (Ensoli y cols.,
1999).

Las lesiones de SK de localizacion mucocutanea, se presentan como placas
eritematosas o violaceas de aspecto infiltrativo, cuyo tamaro oscila entre unos milimetros
hasta varios centimetros de diametro, adoptando en ocasiones forma nodular (Hengge y
cols., 2004).

Ocasionalmente puede involucrar érganos (SK sistémico o visceral), donde aparecen
lesiones en forma de placas o nédulos con areas hemorragicas, que frecuentemente se
asocian con los vasos sanguineos. Se destaca la afinidad que tiene por las coronarias en
el corazon y por los espacios porta, en el higado. En los ganglios linfaticos se observan
lesiones hemorragicas que a veces por su tamafo pueden pasar inadvertidas (Lever y
Schaumburg, 1983).

La afectacion del tracto gastrointestinal puede causar hemorragias digestivas,
enteropatias o cuadros obstructivos, aunque habitualmente, el paciente suele estar
asintomatico (Hengge y cols., 2002).

En el aparato respiratorio afecta la pleura, se extiende por los septos alveolares del
pulmoén y tiene preferencia por las areas peribronquiales (Figura 6). La forma difusa
pulmonar puede acompanarse de una hemorragia masiva que suele ser la causa

inmediata de la muerte (Hengge y cols., 2002).
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Figura 6. Sarcoma de Kaposi Epidémico con afectacion pulmonar. Tomado de Lancet 2002, 2:344-352.
En la traquea y en los grandes bronquios la localizacién es submucosa, como también
lo es en el tubo digestivo, donde con frecuencia, por su crecimiento exuberante se
produce ulceracidén de la mucosa que recubre la lesion nodular, lo que puede plantear

problemas de diagndstico diferencial (Hengge y cols., 2004).

b) Caracteristicas Microscdpicas (Lever y Schaumburg, 1983)

Las caracteristicas microscopicas son similares para cualquier variante clinica-
epidemiologica.

El tumor se acompafia de una reaccion inflamatoria linfoplasmocitaria que es muy
variable. Casi siempre mas desarrollada en las formas iniciales del SK, las que a su vez

tienden a mostrar un predominio del aspecto angiomatoso.

Histologicamente, las lesiones de SK pueden presentarse en un inicio como una
enfermedad inflamatoria inespecifica de la piel, que es seguida posteriormente por una
variante en la que predominan células endoteliales y la formacién de vasos sanguineos
donde abundan las células fusiformes, lo que le confiere un aspecto tumoral
sarcomatoso con células fusiformes conteniendo espacios vasculares.

Lever en 1983 plantearon diferentes estadios de la enfermedad desde el punto de vista
histologico: Estadios inflamatorios y proliferativos que se consideran estadios tempranos
de la enfermedad, los que se observan macroscopicamente como placas y parches,

respectivamente. Estos van seguidos por el estadio tumoral, el cual se puede presentar
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clinicamente como nédulos o con un caracter sarcomatoso tumoral en la fase agresiva
tardia del SK (Lever y Schaumburg, 1983).

Los estadios tempranos se asemejan al tejido de granulacion; los vasos sanguineos en
la dermis estan dilatados y aumentados en numero. Se observa infiltrado perivascular y
celular difuso compuesto de células linfoides, plasmaticas e histiocitos. Existen vasos de
neoformacion en las células endoteliales y frecuentemente se ven pequefios grupos de
eritrocitos y depositos de hemosiderina, por ello, en estadios tempranos no es siempre
posible llegar a un diagndstico. No obstante, la presencia de células endoteliales grandes
gue protruyen hacia la luz, la extravasacién de eritrocitos y la presencia de hemosiderina
en un tejido de granulacion indica la posibilidad de SK inicial.

Un componente caracteristico es la presencia de glébulos eosinofilicos de aspecto
hialinico, que se localizan con preferencia en el interior del citoplasma, aunque pueden
observarse en el espacio extracelular. Su tamafio es variable, pero inferior al de los
hematies, entre sus propiedades tintoriales se destacan que son PAS positivas, diastasa
resistente y se tifien de rojo brillante con floxina-tartracina y de azul oscuro con
hematoxilina fosfotungstica. Las formaciones hialinas son de gran utiidad para el
diagnéstico diferencial aunque pueden faltar.

En los estadios tempranos de parche, se encuentran espacios vasculares con paredes finas
y dilatadas. Frecuentemente, ellos no contienen eritrocitos en la luz, por lo tanto sugieren
corresponder con estructuras linfaticas. Las células endoteliales que rodean estos espacios no

tienen apariencia atipica y por ello se diferencian del angiosarcoma (Ackerman, 1979).

En las lesiones en placas y nodulares, se pueden presentar agregados de vasos
sanguineos que muestran proliferacion de células en huso periféricas a la capa de
células endoteliales. El estroma, en el cual los vasos estan embebidos, usualmente
contiene eritrocitos extravasados y depdsitos de hemosiderina. Existen ademas
agregados sélidos de células endoteliales, alguna de las cuales contienen células
elongadas, por lo que a veces se hace imposible determinar si ellas son células
endoteliales u otras células fusiformes. Ademas de mostrar proliferacién neoplasica de
los vasos sanguineos, las lesiones en placas y nodulares pudieran mostrar

proliferaciones en los canales linfaticos (Tedeschi, 1958).
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En las formaciones de células fusiformes se observan proliferaciones extensas de
células con forma de huso que se distribuyen en bandas y se extienden en diferentes
direcciones, asi como la presencia de espacios entre las células que contienen eritrocitos
(Figura 7) (Lever y Schaumburg, 1983).
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Figura 7. Hallazgos histolégicos en el Sarcoma de Kaposi. Células fusiformes que con
frecuencia se ordenan en espacios vasculares, extravasacion de hematies y presencia de
pigmentos hemosiderinicos. Tomado de J Natl Cancer Inst Monographs 1998 ;23:79-88.

1.8 Patogenia de los trastornos linfoproliferativos relacionados al
HASK

Las tres enfermedades neoplasicas relacionadas a la infeccién con el HASK (SK, LEP y
una forma de la EC) representan un espectro de desoérdenes proliferativos que van
desde una hiperplasia policlonal hasta una neoplasia monoclonal. Es por ello que el
HASK nos brinda una idea de la patologia de la proliferacién celular y sus relaciones con
la vigilancia inmunologica (Lacoste y cols., 2000b; Schulz, 2000).

Todas las formas de proliferacion celular se consideran tumores, pero la hiperplasia
ocurre a través de la replicacion normal de células policlonales operando a través de
mecanismos regulados por citoquinas (Moore y Chang, 2001). La proliferacion neoplasica
implica disregulacion auténoma de la expansion celular por células anormales que han
sido transformadas (Aoki y Tosato, 2004). Los canceres prototipicos son agresivos y
monoclonales, y raramente regresan espontaneamente (Judde vy cols., 2000).

Esto no implica que los desdrdenes neoplasicos sean independientes de citoquinas, y de
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hecho las neoplasias muestran una fuerte dependencia autocrina y paracrina. Los
canceres inducidos por virus, no obstante, pueden resultar de multiples células infectadas
independientemente que producen una expansion clonal que asemeja mas un desorden

de tipo policlonal que monoclonal (Lacoste y cols., 2000b; Moore y Chang, 2001).

El SK es un tumor vascular compuesto de células proliferativas en forma de huso que
se piensa sean derivadas de una linea endotelial, posiblemente del endotelio linfatico
Dictor, 1997; Dupin y cols., 1999; Hengge y cols., 2004). EI mismo, frecuentemente
contiene células normales, ya sea por el crecimiento infiltrativo o por reclutamiento
inflamatorio celular. Algunos estudios sugieren que el SK tiene un origen celular
monoclonal como las otras neoplasias (Rabkin y cols., 1995 y 1997), mientras que otros
autores indican que es una hiperplasia policlonal (Delabesse y cols., 1997; Hengge y cols.,
2004). Estas diferencias, en parte pueden deberse a la mezcla de células normales y
tumorales, pero también pudiera ser posible que el tumor se origine como una
enfermedad policlonal u oligoclonal que posteriormente evolucione a un desorden
monoclonal cuando algunos clones logran una ventaja de crecimiento (Gallo, 1998; Judde
y cals., 2000).

IFN-y
IL-1p
IL-6
Onco M
PDGF
TGFp

Figura 8. Representacion esquematica de la patogenia del Sarcoma de Kaposi. Tomado de Am J
Cancer 2004,;3:133-149. Abreviaturas: IFN: interferon, IL: interleuquina, OncoM, oncostatina M, FGF: factor de crecimiento de
fibroblastos, (del inglés fibroblast growth factor), PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, (del inglés platelet- derived growth
factor), VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, (del ing;és Vascular Endothelial Growth Factor),Tat: proteina transactivadora
del VIH, TGF: factor transformador del crecimiento, (del inglés transforming growth factor), VIH: virus de la inmunodeficiencia humana,
SK: Sarcoma de Kaposi, VHHS: virus del herpes humano 8.
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Un aspecto importante de la patogenia es si la proliferacion de las células fusiformes,
caracteristicas de este tumor, ocurre debido a la activacion de productos génicos virales

o por citoquinas inflamatorias estimuladas por la infeccién viral (Figura 8).

Se ha propuesto que algunas células endoteliales infectadas con el VHHS, asi como
monocitos y linfocitos, eventualmente produciran células endoteliales atipicas. Estas
pueden ser transformadas al ser expuestas a un microambiente particular, resultando en
una poblacion de células policlonales con morfologia de células fusiformes las cuales
portan receptores para factores de crecimiento que contribuiran a los dafos endoteliales
(Hengge y cols., 2004).

Una hipdtesis alternativa plantea que una lesion precursora no infectada existe primero,
la cual secundariamente atrae células infectadas por el virus a través de citoquinas
inflamatorias (Ensoli y Sturzl, 1998; Sturzl y cols., 1999). En este caso la infeccion con el
HASK es una consecuencia y no la causa de la enfermedad. Estas conclusiones se
basan en el estudio de lesiones tempranas de SK (estadio de parche), donde solo una
minoria de células tumorales se han encontrado infectadas, aunque la posibilidad de
insensibilidad de la deteccion viral no se ha excluido. Es dificil conciliar esta hipoétesis con
los estudios epidemiolégicos, los que indican que la infeccion precede el inicio de la
enfermedad clinica hasta en 10 afios (Whitby y cols., 1995; Gao y cols., 1996b; Martin y
cols., 1998; Schulz, 2000).

La liberacion de citoquinas inflamatorias como el IFN gamma asi como de citoquinas
vasoproliferativas, induce la replicacion litca del VHH8 (Monini y cols., 1999). Las
citoquinas celulares, como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF, siglas del inglés
fibroblast growth factor), se piensa que son importantes en el mantenimiento de las
células tumorales (Ensali y cols., 1999), pero existen debates acerca de si las citoquinas
inflamatorias inducen las lesiones de SK o si se encuentran involucradas
secundariamente como respuesta inflamatoria a la infeccion viral en el SK. La proteina tat
del VIH ha sido también implicada como un mediador central en la patogenia del SK
asociado a SIDA (Ensoli y cols., 1991; Hofman y cols., 1993; Ensoali y cols., 1994; Hengge y
cols., 2004).
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En contraste con el SK, los LEP tienen caracteristicas clinicas, inmunofenotipicas y
moleculares que representan un proceso neoplasico tipico. Estos linfomas de células B
ocurren como efusiones malignas en cavidades viscerales, aunque las células malignas
pueden ser encontradas infiltrando 6rganos viscerales adyacentes asi como en la
circulacion periférica (Boshoff y cols., 1998). En el escenario del SIDA, el curso clinico de
la mayoria de estos linfomas es extremadamente agresivo, con una sobrevida media
después del diagnéstico de 5 a 7 meses (Nador y cols., 1996). La implementacion de
terapia antirretroviral en los pacientes ha resultado en regresion, lo que es atipico para un
linforna (Hengge y cols., 2004).

Las células del LEP, a diferencia de las de SK estan completamente transformadas y
son tumorigénicas en ratones inmunodeficientes (Picchio y cols., 1997; Boshoff y cols.,
1998). Se ha propuesto que el HASK podria jugar algun papel en otros linfomas
relacionados al SIDA, como los linfomas del Sistema Nervioso Central (SNC), pero no se
han demostrado con certeza estos planteamientos (Cesarman y cols., 1995b; Gaidano y
cols., 1997; Aoki y Tosato, 2004).

La EC es una linfadenopatia reactiva caracterizada por centros germinales expandidos
y proliferacion de los vasos endoteliales dentro de los ganglios linfaticos involucrados.
Basado en los hallazgos microscopicos, la EC puede ser dividida en dos subtipos
histolégicos: vascular hialino y variante celular plasmatica. La primera se presenta
habitualmente como una lesidén solitaria, mediastinal, que puede ser tratada
curativamente mediante escision quirdrgica, mientras que la variante celular plasmatica
tiende a tener una presentacion multicéntrica y maligna. A pesar de que la EC es
considerada no neoplasica, ésta frecuentemente precede el desarrollo de linfomas no-
Hodgkin (Peterson y Frizzera, 1993).

La disregulacién en la produccion de IL-6 es la anormalidad principal que dirige las
caracteristicas clinicas e histoldgicas de la EC (Brandt y cols., 1990). La IL-6 inhibe la
apoptosis de células B mediante induccion de Bcl-XL (Schwarze y Hawley, 1995),
reduciendo el recambio de las células B. La IL-6 es también un factor de crecimiento
autocrino para algunas neoplasias de células B (Akira y Kishimoto, 1992). Las formas de la

EC relacionadas al HASK parecen ser causadas por secrecion de IL-6 viral (Moore y
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Chang, 2001), mientras que las EC negativas a infeccion por el HASK resultan
probablemente de hipersecrecion celular local de IL-6 a través de otros mecanismos. La
mayoria de los tumores de EC en pacientes con SIDA presentan niveles detectables de
infeccién por el HASK, mientras que solo se detecta en la mitad de pacientes
seronegativos al VIH con este tumor (Soulier y cols., 1995). La EC relacionada a infeccion
por el VHH8 es generalmente la variante plasmocitica (Schulz, 2000) y es clinicamente
severa; la mayoria de los pacientes mueren en dos afos por una variedad de trastornos,
incluyendo anemia hemolitica autoinmune (Parravicini y cols., 1997a).

Las células B infectadas con el VHH8 estan presentes de manera dispersa en los
centros germinales de tumores de la EC positivos a HASK (Parravicini y cols., 1997a).
Estas células expresan un amplio rango de proteinas virales, incluyendo productos de
genes liticos tempranos (Parravicini y cols., 2000). No se ha determinado aun si este
pequefio porciento de células infectadas en los centros germinales son neoplasicas por
si mismas, pero se ha encontrado expansion monoclonal de células B en algunos casos
de EC (Hanson y cols., 1988, Hall y cals., 1989).
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1.9 Pruebas diagnésticas

Los intentos por cultivar el VHH8 directamente a partir de células tumorales infectadas
de lesiones de SK no han sido exitosos (Mesriy cols., 1996; Foreman y cols., 1997; Renne y
cols., 1998). Explantos de células fusiformes de SK mantienen virus detectable mediante
PCR por 2 a 6 pases, después de lo cual el virus invariablemente se pierde del cultivo
(Flamand y cols., 1996). En contraste, el HASK puede ser cultivado exitosamente in vitro a
partir de las células B de LEP y de células de sangre periférica de pacientes con LEP
(que contienen de 50 a 150 copias gendmicas por células) (Cesarman y cols., 1995b,
Arvanitakis y cols., 1996; Boshoff y cols., 1998; Drexler y cols., 1998) y con el tratamiento de
lineas celulares con agentes quimicos se puede inducir ciclo litico de replicacion (Wangy
cols., 1998; Yuy cols., 1999).

La transmision directa de tumores de SK y lineas celulares de LEP a células 293
demuestra que el virus derivado de tumor es completamente permisible para la infeccion;
sin embargo, los niveles de virus que se logran son bajos (Foreman y cols., 1997; Renne y
cols., 1998). Los problemas que aparecen con la transmision del virus parecen ser
debidos a la carencia de una linea celular receptora adecuada mas que a la inhabilidad
de generar virus infeccioso. Sin embargo, se han probado docenas de lineas celulares y
todas han fallado al intentar identificar células apropiadas para estudios de transmision
(Renne y cols., 1998). Recientemente, Moses y colaboradores han descrito infecciones a
largo plazo y transmisiones con altos titulos (Moses y cols., 1999). Esto ha sido logrado
usando células endoteliales de capilares de la dermis inmortalizadas con los genes EG y
E7 de Papilomavirus. La infeccién con el HASK transforma las células endoteliales
inmortalizadas de Papiloma, las que crecen en agar blando y pierden la inhibicion por
contacto. Lo mismo ocurre con la expresion de algunos genes del VHHS, sugiriendo que
los genes expresados de manera latente son suficientes para complementar a E6 y E7
en la transformacion. La confirmacion de estos resultados pudiera conducir a analisis
mas sofisticados de la genética del HASK, asumiendo que los virus delecionados pueden
ser generados y transmitidos.

El ADN del HASK puede ser detectado en células de sangre periférica en alrededor de

la mitad de las personas infectadas usando técnicas de PCR cualitativos para detectar
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infeccién pasada o actual con el virus (Whitby y cols., 1995; Moore y cols., 1996b; Dupin y
cols., 1997). Sin embargo, recientemente se han empleado técnicas cuantitativas como el
PCR en Tiempo Real (Tag man), con el cual se ha podido detectar un mayor porciento

de positividad (Polstra y cols., 2003).

Las pruebas seroldgicas para la deteccion especifica de Acs son mas sensibles que el
PCR cualitativo para detectar tanto infeccion actual o pasada con el virus (Gao y cols.,
1996a; Dupin y cols., 1997). Se han producido mejoras en estos sistemas diagnosticos
rapidamente, y en estos momento, bajo condiciones dptimas, se puede detectar infeccion
viral hasta en un 90% de los individuos infectados (Schulz, 2000; de San José y cols.,
2002).

La respuesta de Acs frente a LANA vy otros antigenos del HASK al parecer persisten
toda la vida en adultos saludables. Sin embargo, en pacientes con SK en estadio final del
SIDA puede evidenciarse la pérdida de Acs en un 10 a un 30% de los casos (Moore y
Chang, 2001).

Existen al menos cinco sistemas seroldgicos en uso actualmente, cada uno con sus
ventajas y desventajas. La prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para detectar
Acs frente a LANA o frente antigenos liticos es relativamente barata y simple pero su
interpretacion puede ser subjetiva. LANA fue el primer Ag seroldgico identificado
mediante IFl (Moore y cols., 1996c¢) y la IFl para la deteccion de Acs anti-LANA es, aun
hoy en dia, considerada una prueba estandar debido al bajo nivel de reacciones falsas
positivas; es una prueba con alto nivel de especificidad, pero menos sensible que la
deteccion de Acs frente a Ags liticos ya que detecta Acs en alrededor del 80% de casos
con SK (Moore y cols., 1996¢; Moore y Chang, 2001).

Las pruebas seroldgicas para detectar Acs empleando Ags liticos tienen un porciento
de sensibilidad mas elevado (mas de un 95%), pero también tienen el riesgo de
reactividad cruzada, especialmente a diluciones bajas del suero por lo que pueden
aparecer reacciones falsas positivas. La reactividad cruzada es la explicacion para los
elevados porcientos de infeccidon reportados inicialmente para los ensayos usando Ags

liticos comparados con los de Ags latentes (Lennette y cols., 1996). Se ha desarrollado un
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ELISA con el virion completo purificado que tiene caracteristicas similares que la IFI

empleando Ags liticos. (Chatlynne y cols., 1998).
Los Ags recombinates de ORF 65 y ORF K81A wusados en ELISA muestran

sensibilidad y especificidad comparable a la técnica IFl empleando Ags Liticos (Liny cols.,
1997; Chandran y cols., 1998).

Las evidencias seroldgicas sugieren que diferentes poblaciones de individuos tienen
respuestas heterogéneas de Acs frente a antigenos del VHHS; por ello, la combinacién
de pruebas con diferentes Ags es la que permitiria la obtencion de resultados mas
confiables (Moore y Chang, 2001). Actualmente, cuando se realizan las técnicas
adecuadamente con los formatos ya estandarizados los resultados son altamente
concordantes. Estos resultados deben ser mejorados con el uso de Ags recombinantes,
pero las conclusiones basadas en los primeros estudios empleando la técnica de IFI anti-
LANA han sido confirmadas usando las preparaciones de Ags mas refinadas (Schulz,
1998).

11.9.1 PCR en Tiempo Real

El descubrimiento del PCR en tiempo Real ha sido posible debido a dos hallazgos
importantes. Primero, que la Taq polimerasa, ademas de su actividad de polimerasa
tiene actividad 5-3'exonucleasa (Holland y cols., 1991). Segundo, que se han creado
oligonucleotidos fluorogénicos doblemente marcados los cuales emiten la sefal
fluorescente solo cuando son clivados, basados en el principio de transferencia de
energia por resonancia fluorescente (Cardullo y cols., 1988). En el Taq Man, estos dos
pricipios han sido combinados. En este sistema, se disefia una sonda (Taq Man probe) la
cual hibrida con la secuencia blanco, entre los clasicos oligonucledtidos con sentidos
positivo y negativo. La sonda esta doblemente marcada, con un fluorocromo reportador
(del inglés reporter) (ej: 6-carboxifluoresceina, o FAM) en un extremo y un colorante
apagador (del inglés quencher) (Ej: 6-carboxi-tetrametil-rodamina, o TAMRA) en el
extremo 3’. En la forma inactiva, la emision fluorescente del marcador “reporter” sera
absorbida por el marcador “quencher” (Giulietti y cols., 2001).

La sonda tiene una temperatura de hibridacion de aproximadamente 10°C por encima

que la de los oligonucledtidos, con el objetivo de hibridar con el amplicén durante la fase
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de extension del proceso del PCR (la que se realiza a 60°C), consecuentemente, la
sonda sera degradada durante la fase de extension por la actividad exonucleasa de la
Taq polimerasa. Esto resultara en un incremento en la emision fluorescente del “reporter”
(Giulietti y cols., 2001). La cantidad de fluorescencia liberada sera directamente
proporcional a la cantidad de producto generado en cada ciclo de PCR y por ello puede
ser aplicado como una medida cuantitativa de la formacién del producto de PCR
(Overbergh y cols., 2001).

Todos los sistemas realizan la reaccion de PCR en un tubo cerrado y miden la
acumulacion del producto en tiempo real durante el curso de la amplificaciéon de PCR.
Existen diferencias entre los formatos de aplicacién de las muestras (tubos, microplacas,
tiras de tubos, capilares, etc.), entre el numero de muestras a testar (desde 16 hasta
384), el tiempo que demora una corrida (desde 30 minutos a 2 horas). Como el uso de
esta tecnologia se ha hecho mas frecuente, se han desarrollado otros productos
quimicos mas sofisticados para medir directamente la acumulaciéon del producto de PCR
por emision fluorescente, ejemplos incluyen los beacons moleculares, escorpiones y
sondas de hibridacién entre otros, en dependencia de las aplicaciones especificas a ser
realizadas (Eurogentec, 2002).

Todos los sistemas incluyen un programa que permite medir el incremento en la emision
de fluorescencia en tiempo real, durante el curso de la reaccion. Este incremento esta
directamente relacionado al incremento en la amplificacion de la secuencia blanco
(Overbergh y cols., 2001).

Los valores de emision fluorescente del producto son ubicados en una gréfica frente al
numero de ciclos, resultando en puntos de amplificacién para cada muestra. Los valores
umbrales de fluorescencia (CT, siglas del inglés cycle treshold) son entonces
determinados como el nimero del ciclo en que la emision fluorescente excede un umbral
seleccionado previamente y que usualmente se determina como 10 veces la desviacion
estandar del valor basal. Un programa ploteara los valores desconocidos de las muestras
sobre la curva estandar construida para determinar el niumero de copias de la muestra
desconocida. Alternativamente, los valores de CT pueden ser usados directamente como

medidas cuantitativas (Giulietti y cols., 2001).

- 46 -



“Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba”

B
3 - n samws ssanswas _mikl
— D ';Il_,";\r
Polimerasa = nAd A7 A/
- 1
+‘%\Plr§<+ L a D\U o Polimerasa

FIWE TN m
g . 3

Figura 9. Representacion esquematica del principio del PCR en tiempo Real (Taq Man).
A: los oligonucledtidos y la sonda hibridan con el gen blanco. La emision de fluorescencia
no ocurre porque la sonda se encuentra aun intacta. B: Durante la fase de extension del
PCR, la sonda es clivada por la actividad exonucleasa 5-3' de la Taq polimerasa,
permitiendo que ocurra la emision fluorescente. Tomado de Methods 2001,25:386—401.

Abreviaturas Fr: fluorocromo reportador; A: apagador; OP: oligonucleétido positivo; ON: oligonucleétido negativo

1.10 Epidemiologia.
11.10.1 Distribucion del SK en el mundo

La existencia de un agente infeccioso causante del SK se sospech6 debido al

comportamiento epidemioldgico inusual del tumor (Giraldo y cols., 1972; Beral y cols.,

1990). Antes de la Epidemia del SIDA, el SK clasico tenia un patron especifico,

ocurriendo con mayor frecuencia en hombres ancianos con origen mediterraneo o de

Europa del Este (Iscovich y cols., 1998). Una de las evidencias indicativas de la presencia

de un algun otro factor (Ej. Virus) en esta enfermedad fue la diferencia en los porcientos

de SK entre diferentes areas geograficas (Talbot y Whitby, 1999).

Existe una diferencia de mas de 100 veces en la prevalencia de SK clasico entre

diferentes paises de Europa. Inglaterra presenta valores tan bajos como 0.14 casos por
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millébn de habitantes, mientras que en Sardinia y Sicilia se han alcanzado valores de
hasta 24 a 30 casos por millon de habitantes por afio (Moore y Chang, 2001). Los
Estados Unidos tienen una prevalencia intermedia de 3 y 0.7 casos por millén en
hombres y mujeres, respectivamente (Iscovich y cols., 2000). Aun mas, se han detectado
altos porcientos en poblaciones de Africa Central (SK Endémico), donde existe una
forma particularmente maligna que afecta fundamentalmente a los nifios (Cook y Burkitt,
1971; Athale y cols., 1995; Ziegler y Katongole, 1996). La ocurrencia de SK se ve también
incrementada entre los receptores de transplantes y pacientes que reciben quimioterapia,
particularmente cuando pertenecen a grupos étnicos de alto riesgo (Penn, 1979 y 1988;
Qunibi y cols., 1988).

Independientemente del pais, los porcientos de incidencia de SK se han incrementado
dramaticamente con la aparicion del SIDA desde principios de la década del 80. Las
evidencias de un agente infeccioso involucrado en la etiologia del SK se hizo mas fuerte
con los estudios epidemiologicos de pacientes con SIDA, debido a que los factores de
riesgo conductual apuntaban hacia un agente sexualmente transmisible (Beral y cols.,
1991). Los HSH con SIDA son 20 veces mas propensos a desarrollar SK que pacientes
con SIDA heterosexuales masculinos, inmunosuprimidos y hemofilicos (Beral y cols.,
1990). Los estudios también sugieren que el agente se disemind internacionalmente
desde los EU hacia las comunidades homosexuales en Canada y Europa (Beral y cols.,
1991; Melbye y cols., 1998; Schulz, 2000). El hecho de mantener relaciones sexuales con
hombres bisexuales constituye también un factor de riesgo para el desarrollo de SK entre
las mujeres infectadas con VIH. En contraste, las personas infectadas con VIH a través
de transfusiones sanguineas, raramente desarrollaran SK, indicando que el agente
causal del SIDA y del SK no son igualmente transmisibles a través de la sangre (Moore
y Chang, 2001).

A pesar de que al principio el VIH fue considerado como un posible candidato para
agente etiologico del SK, no se encontraba explicacion para aquellos casos con SK
seronegativos al VIH ni para los bajos porcentajes de SK en pacientes hemofilicos y en

receptores de transfusiones de sangre, infectados con el VIH (Schwartz, 2004).
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11.10.2 Prevalencia del VHH8 en diferentes poblaciones
La deteccion del ADN del VHH8 mediante el uso del PCR ha permitido determinar la

presencia del virus tanto en personas seronegativas al VIH (clasico, endémico, relacionado
a inmunosupresion) como en pacientes con SK 'y SIDA.

Mas de 20 estudios independientes han demostrado la presencia de ADN viral
mediante PCR en al menos el 95% de los tumores de pacientes con SK (Schulz, 1998;
Schulz y Moore, 1999; Moore y Chang, 2001). Pudiera ser posible que un pequefio
porcentaje de lesiones de SK se encuentren libres de infeccion por el HASK, pero
actualmente se asume que el virus debera siempre ser detectado en muestras que sean
adecuadamente colectadas, conservadas y procesadas. Los beneficios del PCR como
técnica simple y altamente sensible para detectar la infeccion, se deben balancear con la
gran susceptibilidad que tiene el mismo a la contaminacion con amplicones, ya que
algunos de los estudios iniciales que mostraron resultados epidemioldgicos anomalos, se

debian a contaminaciones del PCR no detectadas (Boshoffy cols., 1996).

Los estudios seroldgicos también soportan los hallazgos casi universales de infeccion por
el VHH8 en pacientes con SK, debido a que se han detectado Acs especificos al virus
entre un 70 y un 90% de todos los pacientes con SK, y en casi el 100% de los pacientes
con SK que no estan inmunosuprimidos. (Gao y cols., 1996 a y b; Moore y cols., 1996b y c;
Simpson y cols., 1996; Kedes y cols., 1997; Chatlynne y cols., 1998; Pierrotti y cols., 2005).

A diferencia de la mayoria de los otros herpesvirus, el HASK no es ubicuo sino que se
encuentra restringido de acuerdo a la combinacion de factores geograficos y de factores
de riesgo conductuales (Pema y cols., 2000; Moore y Chang, 2001; Schulz y cols., 2002;
Ziegler y cols., 2003). Los porcientos de infeccion con el VHH8 generalmente coinciden
con la incidencia de SK en diferentes partes del mundo. El SK es inusual en los EU, y la
seroprevalencia de HASK entre donantes de sangre en EU varia entre un 0 y un 10%,
mientras que en muchas poblaciones africanas existen niveles de seroprevalencia
superiores al 50% (Gao y cols., 1996b; Ariyoshi y cols., 1998; Gessain y cols., 1999;
Plancoulaine y cols., 2004; Stein y cols., 2004). Porcientos intermedios de prevalencia se

han detectado en donantes de sangre en ltalia (Gao y cols., 1996b; Rezza y cols., 1998;
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Whitby y cols., 1998) y otros paises Mediterraneos donde el SK es mas comun (Qunibi y
cols., 1998).

Dos estudios han demostrado un gradiente de seroprevalencia al VHHS a lo largo de
la peninsula Italica donde se relacionan con los porcientos locales de ocurrencia de SK.
Los niveles mas altos de infeccion y enfermedad son encontrados en el Sur de ltalia,
particularmente en Sardinia, y los niveles mas bajos se han reportado en el Norte de
Iltalia (Calabro y cols., 1998; Whitby y cols., 1998; Smacchia y cols., 2004). En Japén, donde
la seroprevalencia de HASK puede ser tan baja como 0.2% (Fuiji y cols., 1999), el SK es
un tumor muy raro. Un hallazgo que hasta el momento no ha tenido explicacion es el
hecho de que los porcientos de infeccion por el VHH8 son elevados en Africa
Occidental, y sin embargo el SK no es comun en esta area (Ariyoshi y cols., 1998;
Cook-Mozaffari y cols., 1998).

Datos como estos sugieren que otros factores aun no descritos, como pudieran ser el
haplotipo u otros cofactores infecciosos juegan un papel en la expresion de la

enfermedad en personas infectadas con HASK (Mann y cols., 1990).

La seroprevalencia de HASK en poblaciones de alto riesgo es dramaticamente mas
elevada que en la poblacién general (Dukers y cols., 2000). Los HSH pueden tener una
infeccién asintomatica en alrededor del 40% (Miller y cols., 1996; Martin y cols., 1998) y el
SK es mas frecuente entre homosexuales seronegativos al VIH que entre la poblacion
masculina general (Friedman-Kien y cols., 1990; Moore y Chang, 2001). Varios estudios
muestran un declinar en las nuevas infecciones por el VHHS8, en correspondencia con la
disminucion en la incidencia de SK entre los pacientes con SIDA que se ha venido
observando en los ultimos afos en los paises desarrollados (Dore y cols., 1996; Melbye y
cols., 1998; Renwick y cols., 1998). Las razones para este declinar no son claras, pero una
posible explicacion es que el VHHS tiene una baja infectividad, y con la implementacion
de practicas de sexo seguro se reduce la transmisién en poblaciones de alto riesgo
(Martin y cols., 1998).

La comprension actual de la epidemiologia del HASK ayuda a explicar el misterio que
ha existido durante mucho tiempo con relacion al por qué el SK se convirtié en el

marcador clinico del SIDA durante el comienzo de la epidemia. Es posible que la
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epidemia inicial de SIDA y SK resultara de la colision entre dos epidemia virales
simultaneas e independientes, VIH y HASK (O’Brien y cols., 1999; Moore y Chang, 2001).
Por ello, no resulta sorprendente que los HSH, quienes presentan un riesgo elevado
independientemente para el VIH y el VHH8 en comparacion con los hombres
heterosexuales, comprendan la mayoria de los pacientes con SK'y SIDA.

En muchos paises desarrollados, las mujeres constituyen solo del 10 al 30% de los
casos con SK, comparado con los hombres (Grulich y cols., 1992; Hjalgrim y cols., 1996).
Acorde a los estudios seroldgicos realizados por Goedert y colaboradores., Kedes y
colaboradores, y Whitby y colaboradores, la prevalencia de infeccién al VHH8 también es
menor en las mujeres que los hombres, en los EU y en paises de Europa del Norte
(Goedert y cols.,1997; Kedes y cols.,1997; Whitby y cols., 1999). Los porcientos mas
elevados de infeccion ocurren entre las mujeres que se atienden en clinicas de
enfermedades de transmision sexual, brindando una evidencia de que el virus también
puede ser transmitido heterosexualmente, pero este modo es probablemente mucho
menos eficiente que la transmision homosexual (Kedes y cols., 1997; Smith y cols., 1999).
En las poblaciones del Mediterraneo y Africa no se observan diferencias significativas en
los porcientos de infeccion entre los sexos (Bourboulia y cols., 1998; Olsen y cols., 1998;
Whitby y cals., 1998; Sitas y cols., 1999a; Plancoulaine y cols., 2004), y parece existir una
influencia hormonal en la expresion de la enfermedad debido a que el SK, aun en
poblaciones sin VIH, se detecta mas frecuentemente en hombres que en mujeres en
estas regiones (Geddes y cols., 1994; Iscovich y cols., 1998). Tanto la infeccion como la
enfermedad son extremadamente raras en nifios de EU y Europa, mientras que es mas
comun en algunas partes de Africa (Blauvelt y cols., 1997; Mayama y cols., 1998).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que solo una pequefia parte de los adultos
asintomaticos infectados con el VHH8 desarrollaran la enfermedad, por ello el SK es un
tumor raro en paises con bajos porcientos de infeccion. La enfermedad sintomatica
ocurre principalmente entre personas con una inmunosupresion adquirida (para las
personas negativas al VIH, esto puede deberse a edad avanzada o terapia
inmunosupresora), resultando en la disminucion de la respuesta de la inmunidad

mediada por células frente a Ags virales especificos (Osman y cols., 1999).
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En contraste, la prevalencia de VHHS era ya alta en algunos paises de Africa antes de
la introduccién del VIH (Olsen y cols., 1998). Debido a la epidemia del VIH en Africa, la
prevalencia de SK tumoral se ha elevado dramaticamente, y en estos momentos es
considerado el cancer reportado con mayor frecuencia en algunos paises del continente,
alcanzando hasta el 50% dentro de los tumores reportados entre los hombres adultos
(Bassett y cols., 1995; Aoki y Tosato, 2004).

11.10.3 Transmision

El conocimiento detallado de la transmisidn del HASK se encuentra incompleto
actualmente, por ello existe mucha especulacién sobre cémo ocurre la infeccion con el
virus. Estudios seroepidemiologicos sugieren que el VHHS8 tiene al menos dos modos
principales de transmision. La transmision sexual es la forma mas comun en paises
desarrollados con bajos niveles de prevalencia, donde la infeccién es poco comun. En
contraste, predominan las rutas de transmision no sexual en las regiones endémicas de
Africa donde los porcientos de infeccién son elevados (Moore y Chang, 2001; Schulz y
cols., 2002). Las razones para estas diferencias, asi como los mecanismos precisos de
transmision humano-humano, no son conocidos. De manera similar, se desconoce si las
rutas de transmision sexual o no sexual son las principales vias de infeccién en los
paises del Mediterraneo.

El HASK puede excretarse en semen (Blackbourn y Levy, 1997) y por ello pudiera ser
transmitido durante las relaciones sexuales vaginales o rectales. La prevalencia de VHH8
se incrementa con el numero de contactos homosexuales masculinos (Martin y cols.,
1998), y se ha encontrado que ser receptor de sexo anal se considera un factor de riesgo
en algunos estudios (Melbye y cols., 1998). No obstante, el virus se ha podido detectar
en muestras de semen de una minoria de las personas infectadas, sugiriendo la
posibilidad de que la excrecidn viral sea intermitente o que sélo un pequefio porciento de
hombres tengan niveles elevados de virus en semen (Blackboun y Levy, 1997). La
excrecion del VHH8 en el tracto genital de las mujeres infectadas es infrecuente y su
significado en la transmision mujer-hombre se desconoce, pero probablemente sea baja
(Whitby y cols., 1999).
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Los viriones infecciosos del HASK se han detectado también en la saliva de individuos
seropositivos al VHHS, lo que sugiere la replicacion del virus en la orofaringe (Koelle y
cols., 1997; Pauk y cols., 2000; Taylor y cols., 2004). Sin embargo, se desconoce por qué si
el HASK es transmitido a través de las secreciones orales, el virus mantiene un patrén de
transmision sexual mas que por contacto oral (Ej: besos) (Pauk y cols., 2000). Practicas
sexuales especificas como son el contacto oroanal y orogenital pudieran ayudar a
explicar esto (Grulich y cols., 1999; Hengge y cols., 2004).

Se conoce aun menos acerca de como el HASK es adquirido de manera no sexual en
paises de Africa, donde la infeccidn puede ocurrir durante la nifiez (Kasolo y cols., 1997;
Olsen y cols., 1998; Sitas y cols., 1999b). Contrario a lo que ocurre en los paises
desarrollados, la transmision madre-hijo puede ser una de las vias de infeccion con el
VHH8 en areas altamente endémicas (Mayama y cols., 1998; Lyall y cols., 1999; Sitas y
cols., 1999b). Las infecciones con el HASK continian ocurriendo a lo largo de toda la
nifez y la adolescencia en las regiones endémicas, lo que ha sido demostrado por la
deteccion de Acs al VHH8 en diferentes grupos de edades (Mayama y cols., 1998;
Andreoni y cols., 1999) argumentando la transmisién del virus a través de alguna forma de
contacto casual.

La transmision del VHHS relacionada a transplantes es una importante causa prevenible
de SK. La enfermedad puede resultar tanto por la reactivacion viral después del
trasplante como por la infeccion primaria a partir del érgano transplantado. (Parravicini y
cols., 1997b). El SK puede ser una complicacién de cualquier forma de transplante,
ya sea de médula 6sea, cardiaco, renal, u otros. El mismo se desarrolla en el 0.1 al 1 %
de los receptores de transplante en paises con baja endemicidad (Moore y Chang, 2001)
y en casi el 5% de pacientes de Arabia Saudita, donde la infeccién por el HASK es alta
(Qunibi y cols., 1998). El riesgo de desarrollar SK es significativo para pacientes
receptores de transplante. Farge y cols. en 1999 demostraron que el 68% de los
pacientes infectados con el virus desarrollaron tumores durante el seguimiento (Farge y
cols., 1999). Se ha descrito recientemente, un nuevo sindrome de fallo de la medula 6sea
después del transplante, el cual se ha asociado a infeccion por el HASK (Luppi y cols.,

2000). En contraste al trasplante de 6rganos, la transmision a partir de productos de la
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sangre es infrecuente. La prevalencia de SK es baja entre los pacientes con SIDA
infectados a través de las transfusiones de sangre, argumentando el bajo porciento de

transmision mediante esta ruta (Cannony cols., 2001).

1.11 Origen y Evolucion del VHH8

El origen del VHH8 y el modo en que el mismo haya entrado en la poblacién humana
son preguntas cientificas que estan siendo exploradas activamente. Las comparaciones
de genes conservados entre los herpesvirus sugieren que la linea HHV8-RVR se separo
del HVS de manera correspondiente a la separacion entre los monos del viejo y el nuevo
mundo (Moore y cols., 1996b; McGeoch y Davison, 1999). El examen filogenético de
genes homologos permite hacer un analisis evolutivo unico debido a que tanto los genes
virales como los del huésped pueden ser comparados directamente. Por ejemplo, el gen
de la interleuquina 6 viral (vIL-6) esta presente en el VHH8 y en el RVR, pero no en el
HVS, y el andlisis de las secuencias nuclectidicas (nt) y aminoacidicas apoya la nocion
de que los virus ancestrales VHH8-RVR capturaron este gen después de la separacion

entre los monos del viejo y del nuevo mundo (McGeoch y Davison, 1999).

Los estudios de filogenia y de epidemiologia molecular de los aislamientos del VHH8
han sido dificiles debido a que la secuencia nt tiende a ser altamente conservada (Russo
y cols., 1996). Las secuencias del VHHS8 de las lineas celulares de LEP (BC-1, BC-3 y
BCBL) y de lesiones de SK, demuestran que la region central del genoma tiene menos
de un 0.4% de variacion nt entre estos dos aislamientos (Neipel y cols., 1997). Existen
regiones de alta variabilidad en las regiones internas repetitivas, donde se pueden ganar
o perder repeticiones (Gao y cols., 1999). No obstante, existe una alta variacion de
secuencias en los extremos derechos e izquierdos de la regidn unica larga adyacente a
las secuencias terminales repetitivas. A pesar de estas regiones de variabilidad, la
integridad general del genoma del VHH8 parece ser alta, y no se han encontrado
asociaciones claras entre los diferentes genotipos y las variantes clinicas de SK (Zong y
cols., 1999).

Basadas en las diferencias de secuencias en el extremo derecho del genoma (gen

ORFK15), pueden ser distinguidas al menos dos variantes principales del VHH8. Las
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dos variantes se denominan P (predominante) y M (menor) (Poole y cols., 1999). El
gen K15 codifica para una proteina de membrana asociada a la latencia, la cual es
variable entre los aislamientos, manteniendo sélo un 30% de homologia entre ellos
(Glenn y cols., 1999; Kakoola y cols., 2001). Los aislamientos P y M son encontrados entre
grupos o subtipos ampliamente dispersos del VHHS8 y no siguen “clusters” filogenéticos.
La variante P es la mas frecuente entre los genomas de VHH8 caracterizados hasta
ahora, e incluye los 5 principales genotipos del gen ORFK1 (Poole y cols., 1999); la
variante M es rara y ha sido encontrada en algunos pocos genotipos A, By C (Lacoste y
cols., 2000c).

En el extremo izquierdo del genoma se localiza el gen ORF K1, el cual ha mostrado ser
altamente variable. Se ha observado hasta el 85 y 60% de divergencia a nivel nt y aa,
respectivamente (Schulz y cals., 2002). ORF K1 codifica una proteina de transmembrana
altamente glicosilada de 289 aa con una estructura similar a las familias de proteinas
receptoras de inmunoglobulinas (Figura 10). Estudios de prediccion de la proteina K1,
sugieren que la misma tiene una sefal de secuencia peptidica en la regiébn amino
terminal, un dominio extracelular, un dominio hidrofébico de transmembrana, y un
extremo citoplasmatico corto en la region carboxi-terminal (Lagunoff y cols., 1997; Lee y
cols., 1998).

El dominio extracelular de K1 tiene homologia regional con la familia de las
Inmunoglobulinas; contiene regiones conservadas (RC1 y RC2), las cuales tienen hasta
un 15% de divergencia, y regiones variables (RV1 y RV2) que muestran
aproximadamente 60% de divergencia a nivel aminoacidico, siendo frecuentes las
sustituciones aminoacidicas sinénimas y no sindnimas (Zong y cols., 1999). El dominio
citoplasmatico de K1 contiene un motivo de activacién de inmunoreceptor compuesto de
tirosina, conocido como ITAM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif),
el cual se encuentra completamente conservado en las mas de 300 secuencias del gen
ORF K1 reportadas hasta ahora (Lee y cols., 1998; Zong y cols., 1999; Lee y coals., 2003).
La hipermutabilidad en el ectodominio de K1 probablemente refleje la presion
inmunologica ejercida en las células infectadas que expresan esta proteina. Las

secuencias virales de diferentes pacientes tienen generalmente diferentes secuencias del
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gen ORF K1, mientras que muestras del mismo paciente tomadas en diferentes
momentos o localizadas en sitios anatdomicos diferentes tienen secuencias idénticas
(Zongy cols., 1999 y 2002; Luppi y cols., 2000).

Proteina K1

Senal Dominio Extracelular ™ Extremo
Citoplasmatico
1 21 227 251 289
] _ Lk
Glicosilacion-N A A A A AA A A A
L Deleciones
Cisteina ® oo® @@ © 00 @, @
RVA1 RV2
54 93 191 228
i — a H—
] o r
| | | I
| I | |
| | I |
A/B 27% | 52% | 15% | 60% | 22%
A/C 10% I 30% | 6% I 33% | 3%
A/D 20% | 54% ! 20% I 33% ! 8%
B/D 29% '[ 35% : 19% : 42% : 15%

Figura 10. Estructura de la proteina K1 del Herpesvirus asociado al Sarcoma de Kaposi (HASK).
El diagrama indica los dominios de sefal peptidica y de transmembrana propuestos, y las
posiciones de los residuos de cisteina conservados y los sitios de glicosilacion NxS/T en el
dominio extracelular asi como en el motivo de activacion de inmunoreceptor compuesto de
tirosina ITAM en el extremo C-terminal. El porciento total de diferencias aminoacidicas entre los
principales genotipos A, B, C y D son indicadas para las dos regiones variables predominantes
(RV1y RV2) y las regiones mas conservadas en el medio y en ambos extremos de la proteina.
Tomado de J Natl Cancer Inst Monographs 1998 ;23:79-88.

Basados en la variabilidad del gen ORFK1, se ha demostrado la existencia de cuatro
genotipos (A, B, C, D) los cuales parecen estar relacionados geograficamente. Asi, el
genotipo B predomina en Africa y est4 méas distante de los grupos A 'y C encontrados en
Europa y EU (Kakoola y cols., 2001). Por otra parte, el genotipo D esta solo restringido a
habitantes de las islas del Pacifico (Meng y cols., 1999; Zong y cols., 1999). Un quinto
genotipo E, relacionado con el D, ha sido encontrado en poblaciones de Amerindios de
Brasil y Ecuador (Biggar y cols., 2000; Whitby y cols., 2004). Hasta el momento sélo se han
publicado pocos estudios en relacion a este gen, principalmente en EU, ltalia, Grecia,

Rusia y Africa (Cook y cols., 1999; Zong y cols., 1999; Kadyrova y cols., 2003). A partir de
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estos hallazgos se ha sugerido que el VHHS8 se introdujo en las poblaciones humanas
antes de las migraciones fuera de Africa, hace 100 000 afios, por lo que es considerado

un patdgeno humano relativamente antiguo (Figura 11).

Figura 11. Hipdtesis sobre la migracion del Virus del Herpes Humano 8 en la antigedad, del
mismo modo que lo hicieron las poblaciones humanas. Desde Africa hacia Europa, Asia y
Pacifico, y finalmente a América.

Por otra parte, se ha planteado una alternativa sobre el origen del VHHS8, basada en la
presencia de secuencias nts conservadas entre los diferentes radinovirus y en el elevado
porciento de infeccién en paises adyacentes a Africa Central, la misma plantea la
transmision zoondtica del VHH8 en las poblaciones humanas a partir de los monos
durante el paso de miles de afos (Zong y cols., 2002), diseminandose lentamente en
areas vecinas. Las variaciones extremas en el gen ORF K1 pudieran reflejar
adaptaciones recientes del VHH8 a un nuevo huésped (McGeoch y Davison, 1999). En
cualquier caso, la comprension de la diseminacion y evolucion del VHHS8 requiere tomar
en cuenta su reciente diseminacion intercontinental antes y durante la epidemia de SIDA
(Archibald y cals., 1990; Melbye y cols., 1998).

11.12 Tratamiento

No hay cura para el SK epidémico, y los tratamientos empleados no se asocian con

prolongacion de la supervivencia, no obstante, pueden mejorar la calidad de vida de los
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pacientes y disminuir la sintomatologia. También es importante tener en cuenta que la
mejoria cosmeética favorece el estado psicologico de los pacientes (Hengge y cols., 2004).

El tratamiento varia en dependencia de que la enfermedad se circunscriba o no a la piel
y de la extension de la lesion. Siempre se debe mantener, mientras sea posible, el
tratamiento antirretroviral de alta potencia que incluya un inhibidor de proteasa (Murphy y
cols., 1997). Se ha reportado una dramatica resolucion de ambos el SK'y el LEP con el
uso de terapia antirretroviral contra el VIH en pacientes con SIDA, y esto ocurre también
para los pacientes con SK postransplante cuando se les suprime la terapéutica
inmunosupresora (Winceslaus, 1998; Hengge y cols., 2004). Estos hallazgos son
alentadores ya que indican que podria lograrse una vacuna terapéutica para el control de
las enfermedades relacionadas al VHHS.

En aquellos pacientes en los cuales la enfermedad sea minima o estable, o de leve
progresion, la opcion de tratamiento podria ser solo la observacion por un periodo de
tiempo.

Los tratamientos del SK se dividen en dos categorias: locales y sistémicos.

11.12.1 Tratamientos locales

Se ha empleado con eficacia la radiacion en pacientes con lesiones Unicas o con un
grupo de lesiones localizadas; las inyecciones quimioterapéuticas en las lesiones
utilizando Vinblastina (Velban) diluida, sodio de teradecila (Sotradeal) e interferon alfa
(IFN-a) han resultado efectivas (Brodreaux y cols., 1993). La crioterapia también ha
resultado exitosa en lesiones de la cara y areas genitales; asi como la cirugia en lesiones
gue causan problemas estéticos, el laser en lesiones endobronquiales y la escleroterapia
con tetradenil-sulfato de sodio en lesiones orales nodulares. Se recogen en la literatura el
uso de dinitroclorobenceno topico y el factor de necrosis tumoral intralesional (Hengge y
cols., 2004).

11.12.2 Tratamientos sistémicos

Se recomienda el tratamiento sistémico si el SK esta diseminado, es de progresion
rapida o esta localizado en mas de un 6rgano, pero esta forma de tratamiento tiene
efectos secundarios toxicos que afectan las células del sistema inmunolégico por lo que

se debe evaluar el binomio riesgo-beneficio. La Vincristina (Oncovin) y la Vinblastina son
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activos contra el SK epidémico, el etopdsido (VP-16), aunque no se emplea como
medicamento de primera linea, se usa por via oral (Brodreaux y cols., 1993). La
Doxorubicina (Adriamycin) es util en personas que no hayan reaccionado a otros
medicamentos 0 en aquellos con enfermedad avanzada; la triple combinacion de
Doxorubicina, Bleomicina y Vincristina (ABV) es de mayor eficacia. En 1995 se aprobd
una nueva formulacion de doxorubicina llamada Doxil (Doxorubicina liposomal). Este
farmaco esta encapsulado en liposomas que permiten una mayor absorcion por las
células tumorales y tiene menos efectos toxicos. Recientemente, se aprobd el uso del
primer derivado liposomal de la Daunorubicina (Dauno Xome) para el tratamiento del SK
epidémico avanzado (Osoba y cols., 2001). El empleo del IFN-alfa solo o en combinacion
con la terapia antirretroviral ha demostrado un beneficio significativo como tratamiento
(Tossing, 2001). La terapia fotodinamica, la cual involucra la exposicion a la luz
ultravioleta después de la ingestion de hematoporfirina (Fotofrin), ha proporcionado
resultados cosmeéticos desfavorables debido al desarrollo de cicatrices e
hiperpigmentacion (Hengge y cols., 2004).

11.12.3 Tratamientos experimentales

Los derivados del acido retinoico, se encuentran actualmente en ensayos clinicos fase
I/ll 'y fase ll/lll, donde se emplean el acido cisretinoico (oral y topico) y la tretinoina (Retin
A). Un derivado de la corteza de los arboles de tejo, el Paclitaxel, ha ocasionado una
respuesta favorable en el 59% entre pacientes con SK epidémico avanzado (Hengge y
cols.,, 2004). Las globulinas inmunes intravenosas, compuestos angiostaticos
(Tecogalan), la apolipoproteina E, la terapia hormonal con b-HCG, beta-LH v,
posiblemente, los inhibidores del receptor glucocorticoide, también se encuentran en
estudio; los inhibidores del factor de crecimiento y de la angiogénesis (IL-6 y la
Oncostatina), inhibidores de las telomerasas también ofrecen resultados prometedores
(Stemlicht y Bergers, 2000).

Se han hecho algunos ensayos in vitro que demuestran la susceptibilidad del VHH8
frente algunos antivirales como son el cidofovir, ganciclovir, adefovir y foscarnet, mientras
qgue parecen ser resistentes al aciclovir y penciclovir (Little y cols., 1998; Robles y cals.,
1999).

-59 -



“Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba”

CAPITULO lil. MATERIALES Y METODOS

lll.1- Seroprevalencia de Acs en diferentes grupos de poblacion cubana
sexualmete activa

1ll.1.1 Poblaciones estudiadas y muestreo

El laboratorio de Enfermedades de Transmision Sexual (ETS) del departamento de
virologia del IPK cuenta con una seroteca donde se almacenan a -20° C todos los sueros
de pacientes seropositivos al VIH que han sido enviados al laboratorio desde el afio 1991
para determinar la presencia de Acs frente al VHS, Citomegalovirus (CMV), y VEB. Esta
investigacion se realiza de rutina a todos los pacientes seropositivos al VIH cuando se
diagnostican con esta infeccion y durante la evolucion de la misma. Esto hace que se
cuente con varios sueros de un mismo paciente.

Se estudiaron 433 muestras de sueros divididas en 5 grupos de individuos, con bajo y
alto riesgo de infeccion con el VHHS. El primer grupo estuvo constituido por 45 pacientes
con SK asociado a SIDA diagnosticados clinicamente y confirmados por el departamento
de anatomia patolégica del IPK durante los afios 1991 al 2003 de acuerdo a los criterios
estandares (Titus y Kim, 1990). De éstos, ocho casos se diagnosticaron en la autopsia, sin
presentar signos clinicos de la enfermedad. Los sueros de pacientes con SK empleados
en el estudio fueron seleccionadas de la seroteca, tomando en cuenta el afio en que
fueron diagnosticados con SK o el suero mas cercano a la muerte del paciente para los
pacientes diagnosticados postmortem, mientras que a los pacientes vivos se les tomo un
suero inmediatamente después del diagndstico de SK, previo consentimiento informado
(ver Anexo V).

En el segundo grupo se incluyeron 154 pacientes seropositivos al VIH sin evidencia
clinica de SK, 35 de los cuales estaban clasificados en estadio SIDA, de acuerdo a los
criterios de clasificacion del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta en 1993
(CDC, 1992). Los sueros de estos pacientes fueron seleccionados de la seroteca del
laboratorio (incluyendo los afios 1991 al 2003) mediante muestreo aleatorio simple.
Ninguno de los casos incluidos en este grupo estaban reportados como parejas sexuales

de pacientes con SK en el Registro Nacional de VIH del MINSAP.
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El tercero de los cinco grupos estuvo integrado por 171 donantes de sangre
seronegativos al VIH provenientes del banco de sangre de la Provincia de Pinar del Rio,
los cuales ademas fueron negativos para Ag de superficie del virus de la Hepatitis B y
negativos de Acs frente a hepatitis C y VDRL. En el cuarto grupo se incluyeron 27
pacientes receptores de trasplante renal, los cuadles también eran seronegativos para el

VIH. Los sueros de ambos grupos fueron recogidos durante el afio 1998.

El quinto grupo estuvo constituido por 36 contactos de pacientes con SK. Como criterio
de inclusion en esta categoria se considero a aquellas personas que habian convivido o
eran parejas sexuales del paciente con SK por un periodo mayor a un afno. Algunos
individuos fueron seleccionados a partir del Registro Nacional de VIH del MINSAP por
personal autorizado, mientras que otros asistieron voluntariamente para participar en el
estudio (ver acapite lll.4.1). Treinta y cuatro de los 36 individuos eran contactos sexuales
de pacientes con SK y seropositivos al VIH, mientras que dos fueron contactos
familiares, seronegativos al VIH. Las muestras fueron recogidas durante los afios 1998 al
2000 y 2004.

Los grupos 1, 2 y 5 son considerados de alto riesgo para infeccion por el VHHS,
mientras que los grupos 3 y 4 son considerados de bajo riesgo, de acuerdo a reportes
previos de prevalencia en diferentes grupos poblacionales (Gao y cols., 1996a; Pema y
cols., 2000; Moore y Chang, 2001).

1ll.1.2 Determinacién de anticuerpos en suero

Las muestras de suero fueron codificadas al inicio del estudio, por lo que el estatus
serolégico frente al HASK se determind a ciegas. Todos los sueros se habian
conservado a -20°C, con la excepcion de los sueros mas antiguos que podian haber
sufrido algunas descongelaciones. La deteccidon de Acs frente a los Ags LANA se realizo
mediante IFI empleando una linea celular linfocitica derivada de LEP denominada
BCP-1, que se encuentra infectada de manera latente con el VHHS8, la misma fue
donada por los Dres Patrick Moore y Yuan Chang de la universidad de Columbia en EU.
Dicha linea celular utiliza RPMI 1640 (GIBCO, EU) con 20% de suero de ternera fetal
como medio de mantenimiento. Tanto para la preparacion de las laminas como para la

técnica de IFI se siguio el protocolo descrito por Gao y colaboradores en 1996 y Martin y
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colaboradores en 1998. Las células BCP-1 fueron pasadas cada dos a tres dias e
incubadas a 37°C en atmdsfera con 5% de CO, hasta lograr que las mismas se
encontraran en fase de crecimiento exponencial; en este momento fueron centrifugadas
a 2000xg por 20 minutos a 37°C, el sedimento celular obtenido se resuspendié y lavo
dos veces con solucion salina tamponada con fosfatos (PBS) pH 7.3 mediante
centrifugaciones a 2000xg por 10 minutos a 37°C. Posteriormente, las células fueron
contadas y ajustadas a una concentracion de 6x10° células /mL, la suspension de
celular fue goteada en laminas de inmunofluorescencia (50 pL/pozo). Una vez que las
ldminas se secaron por calor a 37°C, las mismas se fijaron con metanol durante 15
minutos a 4°C y se guardaron a -70°C hasta que fueran a ser utilizadas. Las muestras de
suero se diluyeron 1:160 con albumina bovina (BSA) al 3% diluida en PBS, con el
objetivo de eliminar reacciones falsas positivas. Antes de gotear los sueros, las laminas
fueron bloqueadas con BSA al 3% durante 30 minutos con el fin de eliminar la
fluorescencia de fondo. Posteriormente, se lavaron las mismas cinco veces con PBS-
Tween 20 por tres minutos cada lavado. Se afiadieron 20 yL de los sueros de los
pacientes y se incubaron las laminas por 30 minutos a 37°C en camara humeda, se
lavaron nuevamente con PBS de la misma forma que se describié anteriormente y luego
se afadieron 20 uL de IgG e IgM anti-humanos desarrollados en carneros y conjugados
con isotiocianato de fluoresceina (SIGMA, EU), diluidos 1:100 y 1:50, respectivamente en
azul de Evans. Luego de 30 minutos de incubacion a 37°C, se realizaron nuevamente los
lavados y se procedid a la lectura en microscopio de fluorescencia (Leica, Alemania) con
magnificacion 20x y 40x (Gao y cols., 1996a; Martin y cols., 1998).

Las muestras se consideraron positivas si aparecia un patrén de tincién en forma de
punteado nuclear que es especifico para el VHH8. Cada muestra se estudié por
duplicado, y en los casos discordantes se hizo un tercer ensayo.

Los controles positivos y negativos empleados en nuestro ensayo fueron donados por el
Dr. Patrick Moore de la Universidad de Columbia en EU, y consistian en casos que
habian resultado repetidamente positivos y negativos, respectivamente, al disefiar el
ensayo de IFIl anti-LANA (Gaoy cols., 1996a).
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111.1.3 Analisis estadistico

Se recogieron los datos demograficos, epidemioldgicos y clinicos de los pacientes
seropositivos al VIH seleccionados para el estudio a través del Registro Nacional de VIH
del MINSAP.

Se usaron los métodos de estadistica descriptiva (porcentajes). La comparacion de
frecuencias se realiz6 mediante la prueba de Chi cuadrado y la prueba de Fisher se

empled para determinar la diferencia de proporciones.

lll.2- Deteccion de ADN del VHHS en tejido y saliva de pacientes con SK
lll.2.1 Muestras empleadas

Se estudiaron 72 muestras de tejidos (52 embebidos en parafina y 20 tejidos frescos)
provenientes de biopsias de lesiones de piel o autopsias de pacientes cubanos con
diagndstico clinico y/o histolégico de SK epidémico, diagnosticados en el periodo
comprendido entre los afios 1991- 2004 en el Departamento de Anatomia Patoldgica del
IPK.

Tabla 2. Patrones histologicos de las lesiones de piel de pacientes seronegativos al VIH
sin Sarcoma de Kaposi que se utilizaron en el estudio. 1998.

Tipo histologico de lesién Numero de Sexo
casos

Dermatitis superficial vascular 1 F
Dermatitis folicular 1 F
Dermatitis subaguda con 1 M
pustulas corneales
Granuloma Histiocitico con 1 M
células gigantes
Carcinoma celular escamoso > M
invasivo
Vasculitis linfoplasmocitaria

- 3 M
superficial
Carcinoma de células 1 E

basales superficiales

Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patolégica. IPK.
Se estudiaron ademas, 10 muestras de tejido también embebidas en parafina de
pacientes seronegativos al VIH que presentaban otras lesiones en piel, diagnosticados

en el afio 1998 (Tabla 2). Por otra parte, se estudiaron 22 muestras de saliva
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correspondientes a pacientes diagnosticados con SK epidémico que se encontraban

vivos en el momento del estudio.
1ll.2.2 Extraccion de ADN y PCR

Para los tejidos de lesiones de SK embebidos en parafina, los cortes de tejidos de 15-20
micras fueron desparafinados adicionando 1 mL de Xilol repetidamente (3 a 4
repeticiones) e incubando las muestras a temperatura ambiente a intervalos de 30
minutos, seguidos de centrifugaciones a 10000xg, segun protocolo descrito en el manual
" PCR Protocols" (Volkenandt y cols., 1993). Una vez eliminada la parafina, el tejido se
hidrat6 y se lavo sucesivamente con 1 mL de etanol al 100 y al 75%; luego se centrifugd
a 10000xg durante 15 minutos a 4°C para eliminar el etanol. El tejido sedimentado, se
resuspendié entonces en 200 yL de tampodn lisis (10 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 10% SDS) y
10uL de proteinasa K (25mg/mL, SIGMA, EU) y se incubd a 56°C hasta lograr la lisis total
del mismo. Posteriormente, se hizo la extraccion con 200 pL de fenol-cloroformo y se
precipitd el ADN en 1 mL de etanol absoluto a -70°C por 1 hora seguido de dos lavados
con 1mL de etanol al 75%; el ADN genomico (ADNg) finalmente extraido fue
resuspendido en 50 pL de HyO bidestilada. En el caso de los tejidos frescos de lesiones
de SKy de las muestras de saliva, no se hizo el tratamiento con Xilol; sélo la extraccion a
partir del tampon lisis. Para valorar la calidad y concentracién del ADNg obtenido, 1L del
ADN de cada muestra fue corrido en un gel de agarosa al 1% tefido con Bromuro de
Etidio.

Cinco microlitros del ADNg y 1uL de cada producto de amplificacion fueron empleados
para la primera y la segunda reaccién de amplificacion respectivamente. Las muestras
fueron colocadas en 50 uL de mezcla de reaccién que contenia 50 mM Tris-HCI pH9.0,
4mM MgCl,, 200uM de cada dNTP y 10 picomoles de cada mezcla de oligonucleétidos
(Tabla 3).
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Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos empleados en la primera y la

segunda reaccion de amplificacion.

Virus Positivo 1 Negativo 1
Primera reaccion
VPR 5 CGTGGCATCTACGGGGACACGGA 3 5" ATGACGCCGATGTACTTCTTCT 3’
VHH7 5 CGCATCATCTACGGGGACACGGA 3’ 5" ATGACGCCGATGTACTTTTTCTT 3
VHHS8 5 AAGGTTATATATGGAGATACGGA 3’ 5 ATTACCCCAATGTACTTTTTCTT 3’
CMmV 5 CGGGTCATCTACGGGGACACGGA 3 5 ACTTTGCCGATGTAACGTTTCTT &
VHHG6 5 GAGGTAATTTATGGTGATACGGA 3’ 5 TGTCTACCAATGTATCTTTTTTT 3
VEB 5 CGAGTCATCTACGGGGACACGGA 3 5" AGCACCCCCACATATCTCTTCTT3
Segunda reaccidn
Positivo 2 Negativo 2
VPR 5 GGGACACGGACTCGGTCTTC & 5" CCGGAAGGTCTTCTCGCACTC 3
VHH7 5 GTGTTGTGCCGCGGTCTCAC 3’ 5 GGTGAACGTCTTTTCGAACTC 3
VHHS8 5 TGAGGGGATAGCTAAAATCG 3’ 5 TATAAAAGTTTTTTCACACTC 3’
CmvV 5 GGGCCCAGCCTGGCGCACTA ¥ 5" GACGAAGACCTTTTCAAACTC 3’
VHHG6 5’ GCCAAACATATCACAGATCG 3 5" ACATAAAATCTTTTCAAACTC 3
VEB 5 ACCCGGAGCCTGTTTGTAGC & 5" GGAGAAGGTCTTCTCGGCCTC 3

Fuente: J Virol Methods 1999,79:9-19.

Se realizé una PCR anidada multiple que permite detectar en un solo tubo de reaccion
la presencia de Virus del herpes humano 7 (VHH7), Virus del herpes humano 8 (VHHS),
CMV, Virus del herpes humano 6 (VHHG) y VEB, siguiendo el protocolo desarrollado por
el Dr. Francisco Pozo del Instituto de Salud Carlos Il de Majadahonda, Madrid (Pozo y
Tenorio, 1999). Para la primera reaccion se utilizaron dos mezclas de oligonucleétidos de
zonas conservadas dentro del genoma de los herpesvirus (gen de la ADN polimerasa
viral), lo cual genera un producto de 194 pares de bases (pb). En la segunda reaccion de
amplificacion se utilizd una mezcla de oligonucleétidos de otra zona conservada
(negativa 2) y una segunda mezcla de oligonucleétidos no homdlogos vy tipo especificos
seleccionados a partir de zonas variables dentro de este gen para los diferentes
herpesvirus (positivo 2), generandose productos de diferentes tallas para cada
herpesvirus. Por otra parte, para garantizar el funcionamiento del PCR, se incluyo en la
primera reaccion de amplificacion, el ADN (100 copias/ uL) del virus de la pseudorrabia
porcina (VPR), como control interno de cada reaccién de amplificacion, asi como los

juegos de oligonucledtidos especificos en ambas reacciones de amplificacion (Figura 12).
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Gen ADN Polimerasa

VPR
VYHHT

VYHHE

CMV
VYHHE
VYEB —

Positivo 1 Negative 1

VPR e 140 p b
VHHT e 122p b
VHHE s 97 b b
CMV s TEPD
VHH6 68pb
VEB = 54 p b
Positivo 2 Negative 2

Figura 12. Representacion esquematica de los juegos de oligonucleétidos empleados en
el PCR anidado multiple.

Abreviaturas: VPR: Virus de la pseudorrabia porcina, VHH7: Virus del herpes humano 7, VHHS: Virus del herpes humano 8,
CMV: Citomegalovirus, VHH6: Virus del herpes humano 6 y VEB: Virus de Epstein-Barr

Las amplificaciones se efectuaron en un termociclador PTC 100TM, MJ Research (EU).
Los ciclos de amplificacion estuvieron constituidos por: un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 94°C por 1 minuto, 52°C para la hibridacion
(primera reaccion) o 47°C (segunda amplificacion) por 1 minuto y extension a 72°C por 1
minuto durante treinta ciclos de repeticiones.

Posteriormente, 10 uyL de cada producto de PCR fue corrido mediante electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 4% tefido con bromuro de etidio y visualizado en un
transiluminador de luz ultravioleta, utilizando un patron de peso molecular preparado con
una mezcla de casos positivos a todos estos herpesvirus, y que permite visualizar los
diferentes tipos de herpesvirus segun la talla de la banda de ADN observada. Se
utilizaron controles en cada ensayo constituidos por: 1 muestra embebida en parafina de
un caso que tenia diagnostico previo de citomegalovirosis generalizada, donde debia
aparecer una banda a nivel del CMV y no del VHH8; ADNg extraido de la linea celular
BCP-1; y como control negativo de cada ensayo se emple6 agua bidestilada estéril.

Para la realizacion de este ensayo, se tuvieron en cuenta todas las medidas necesarias
para evitar las contaminaciones del PCR, como son: la utilizacion de puntas con
barreras, guantes, asi como de materiales nuevos y estériles. El empleo de distintos

locales (laboratorios) para hacer los pasos de extraccion de ADN, la primera y la
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segunda reaccion de amplificacion, y la corrida electroforética; el empleo de pipetas

diferentes para cada paso, entre otras.
1ll.2.3 Caracterizacion de los pacientes cubanos con SK

Se recogieron todos los datos clinicos, epidemiologicos y anatomopatologicos de la
poblacion de pacientes cubanos con SK estudiada; para ello obtuvimos los datos a partir
del Registro Nacional de VIH del MINSAP, de las Historias clinicas de los pacientes, del
informe anatomopatoldgico asi como de la encuesta personal en el caso de los pacientes
vivos al momento del estudio. Se anexa la encuesta con los datos que se recogieron (Ver
Anexo lll). Se emplearon los métodos de estadistica descriptiva para analizar y presentar

los resultados obtenidos.

lll.3- Caracterizacion molecular del VHH8 en muestras clinicas de pacientes
cubanos y alemanes.
111.3.1 Muestras

Las muestras empleadas para la caracterizacion molecular incluyen 40 muestras de
biopsias de piel o autopsias de 39 pacientes cubanos con SK epidémico (un paciente
tenia dos muestras), diagnosticados clinicamente entre los afios 1991 y 2004 en el IPK y
confirmados por andlisis histopatologico y/o por deteccion de VHH8 mediante PCR del
gen de la ADN polimerasa (acapite lll.2.1).

Se, emplearon ademas 19 biopsias de lesiones de piel de 18 pacientes alemanes con
SK (un paciente tenia dos muestras) diagnosticados clinica e histolégicamente durante los
anos 1990 al 2002 por el Departamento de Anatomia Patoldgica de las Universidades de
Essen y Dusseldorf en Alemania, con el objetivo de compararlas con las muestras
cubanas. Seis de dichas muestras correspondian a 5 pacientes clasificados clinica y
epidemiolégicamente como SK clasico, y las 13 restantes como SK epidémico.

Finalmente, también se utilizaron 22 muestras de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de contactos sexuales asintomaticos de pacientes cubanos con SK

epidémico (se explica con detalle en el acapite lll.4.1 inciso a).
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111.3.2 Extraccion de ADN y PCR

La extraccion de ADN para las muestras cubanas fue la misma que se describio en el
acapite ll.2.2 para la amplificacion del gen de la ADN polimerasa viral.

Las muestras alemanas embebidas en parafina fueron tratadas con Xilol, rehidratadas
en alcohol y secadas de la misma forma que se explico en el acapite 1ll.2.2. Después de
este proceder, las muestras embebidas en parafinas asi como las congeladas, fueron
procesadas para extraccion de ADN usando el estuche comercial QIAmp DNA Minikit
(QIAGEN, EU). El mismo proceder se uso para la extraccion de ADN de CMSP (se
describe en detalles en los acapites lll.4.1 y l1.4.2); el ADNg fue eluido en 100 pL de H,O
bidestilada.

El gen ORFK1 fue amplificado empleando la técnica de PCR. Cinco microlitros del
ADNg y 2 pL del producto de PCR fueron usados para la primera y la segunda reaccion,
respectivamente. Para la primera reaccion de amplificaciéon se utilizé un juego de
cebadores que amplifican 1027 pares de bases: los 870 pb que componen el gen
ORFK1, asi como los extremos de las secuencias anteriores y posteriores (nt 65 al 1092):

e KI1IS5-CCTGTCTTTCAGACCTTGTTGGAC-3’
e K1AS 5-TGCTTTTAATAAGTATCCGACCTC-3’

gen ORFK1 (867 pb)

Figura 13. Diagrama del disefio de los cebadores que se emplearon para amplificar el
gen ORFK1. Primera reaccion: K1S/K1AS (1027pb). Segunda reaccién (anidada):
2090/2508 (621pb)

Para la segunda reaccién anidada, usamos un juego interno de cebadores descrito
previamente por Zong y colaboradores en 1999 denominados 2090 (positivo) y 2508

(negativo), cuyas secuencias son:
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2090: 5-GAGTGATTTCAACGCCTTAC-3' y 2508: 5-AGATACCACACATGGTT-3, los cuales
amplifican un fragmento de 621 pb (nt 117 al 738), cubriendo asi las dos regiones

variables de este gen (Zong y cols., 1999) (Figura 13).

Las muestras fueron colocadas en 50 pL de reacciéon conteniendo 50 mM Tris-HCI ph
9.0, 2 mM MgCl,, 200uM de cada dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleétido y 2.5 U de
enzima Taq polimerasa de alta fidelidad (Roche, EU). Las amplificaciones se efectuaron
en un termociclador PTC-200 y el programa de ciclaje que se sigui6 fue de un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de: 94°C por 1 minuto,
52°C para la hibridacion (primera reaccion) ¢ 47°C (segunda amplificacion) por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto.

Posteriormente, 10 yL de cada producto de amplificacion fue corrida por electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 2%, tefiida con bromuro de etidio y visualizada en un
transiluminador de luz ultravioleta. En cada ensayo se incluyeron controles negativos
(agua 'y ADN celular no infectado) y positivos (ADNg de las células BC-3 o BCBL, que son
lineas celulares de LEP infectadas con HASK).

111.3.3 Secuenciacion de acidos nucleicos

Los productos de PCR fueron corridos electroforéticamente en un gel de agarosa al 2%
y las bandas de amplificacion obtenidas de cada caso fueron cortadas del gel y
purificadas usando el estuche comercial QIAquick Gel extraction kit (QIAGEN, EU),
segun el protocolo que provee el estuche. Los fragmentos de PCR purificados fueron
secuenciados directamente usando un secuenciador automatico Beckman Coulter (CEQ
TM 8000 Genetic Analysis — System Beckman Coulter, EU) de acuerdo al protocolo del
productor. Todas las secuencias para cada muestra fueron realizadas en ambos
sentidos.

En la secuenciacién se emplearon los mismos juegos de oligos que se usaron en el
PCR, y en el caso de las muestras donde se obtuvieron amplificaciones desde la primera
reaccion, se emplearon los cebadores de la primera y de la segunda reaccién con el fin
de secuenciar completamente el gen. Las secuencias resultantes fueron editadas

usando el programa Sequencher version 4.1 (EU).
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1ll.3.4 Analisis filogenético

Se empled el programa Clustal X version 1.81 para el alineamiento de las secuencias
nucleotidicas y de las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de las primeras, se
realiz6 alineamiento multiple con una penalidad abierta de interrupciones de 10, y una
penalidad extendida de 5. Los arboles filogenéticos fueron construidos con el método
Neighbor Joining (NJ) (distancia Tamura-Nei) del Programa MEGA 2.1 y los sitios con
interrupciones (“gaps”) se excluyeron del andlisis filogenético. El patron de ramas fue
estimado mediante una matriz de distancia usando el método NJ, y los niveles de
confianza para el patron de las ramas de los arboles filogenéticos fueron estimados
mediante analisis de remuestreo utilizando 1000 réplicas de arboles obtenidos por NJ
(reconocido internacionalmente con el término "bootstrap").
111.3.5 Procesamiento estadistico de los resultados

Se utilizaron los métodos de estadistica descriptiva para analizar los resultados. Se
correlacionaron los datos demograficos, epidemioldgicos y clinicos de los pacientes
estudiados (incluyendo afios de evolucion del SK, tipo histologico y localizacion del SK; ver

Anexos lll'y IV), con los resultados del estudio filogenético.

lll.4 Determinacion de la carga viral del VHH8 en pacientes con SK y en
contactos sexuales asintomaticos
1ll.4.1 Poblaciones estudiadas y muestreo

a) Contactos sexuales de pacientes con SK:

Para el estudio de cuantificacion del VHH8 se incluyeron 22 individuos cubanos,
seropositivos al VIH-1 que eran contactos sexuales de pacientes con SK, los que se
encontraban libres de sintomas y signos clinicos de SK. Algunos pacientes fueron
seleccionados a partir del Registro Nacional de VIH del MINSAP por personal autorizado,
otros individuos asistieron a la consulta médica traidos por su pareja sexual con SK.

Los pacientes fueron citados a la consulta de Dermatologia del IPK, donde se les brind6
informacion sobre el SK asi como se les explicod las caracteristicas del estudio. Todos
llenaron y firmaron el modelo de consentimiento informado y un cuestionario

confeccionado al efecto (Anexos IV y V). Ademas, se les hizo un examen fisico
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exhaustivo. Los datos clinicos y epidemioldgicos, el conteo de Linfocitos T CD4+ (CD4)
y carga viral de VIH se obtuvo de las historias clinicas de cada paciente y del Registro
Nacional de VIH del MINSAP. Las muestras fueron colectadas durante el mes de Abril
del 2004.

Para la toma y procesamiento de las muestras de estos individuos se siguieron los
pasos que se detallan a continuacion. Se extrajeron 20 mL de sangre a cada uno de los
22 pacientes (3 mujeres y 19 hombres) que se colocaron en tubos con citrato de sodio al
2%. La sangre fue diluida al doble con PBS estéril y goteada lentamente en tubos de
centrifuga de 50 mL que contenian Ficoll-hypaque (SIGMA, EU) para ser sometida a
aislamiento de CMSP mediante centrifugacién a 2000xg por 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de extraer el anillo de células mononucleares, se le hicieron dos
lavados de 10 minutos cada uno mediante centrifugacion a 4500xg con solucion de Hank
(SIGMA), el precipitado celular obtenido de cada muestra se resuspendié en 200 L de

PBS estéril para ser sometido a extraccion de ADN.

Por otro lado, parte del plasma de cada paciente obtenido durante el aislamiento de
células mononucleares, se empled para la deteccion de Acs anti-LANA (ver acapite lll.1.1).

b)Pacientes con SK:

Se emplearon 17 muestras de tejidos (piel) embebidos en parafina o congelados de
pacientes alemanes con SK. Todos estos pacientes habian sido diagnosticados durante
los afios 1990 al 2002 (ver acapite lll.3.1).

c) Controles negativos:

Se incluyeron 5 trabajadores de laboratorio seronegativos al VIH-1 y con bajo riesgo de
infeccion para el VHH8 (3 mujeres y 2 hombres), con rango de edades de 27 a 42 afios.
De las muestras de sangre de estos individuos se aislaron las CMSP, usando el mismo
proceder descrito anteriormente para los contactos sexuales (lll.4.1.a). Ademas, se
incluyé H,O como control negativo en cada ensayo.

d) Control positivo:

Se utilizé ADNg (4ug/mL) de la linea celular BC-3, donado por la Universidad de

Essen en Alemania.
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1ll.4.2 Extraccion de ADN
El ADNg fue extraido de todas las CMSP, usando el estuche comercial de QUIAGEN

(QIAmp DNA Minikit, EU), siguiendo el protocolo recomendado por los productores, y el

producto final fue eluido en 100 uL de agua bidestilada estéril.

El ADNg de las muestras de tejidos se extrajo segun el método descrito en el acapite
anterior (lll.3.2) para las muestras alemanas.

Las concentraciones del ADNg de las CMSP, de los tejidos, y de la linea celular BC-3
fueron medidas en un espectrofotdmetro y 50 nanogramos (ng) de ADNg se emplearon
para el PCR en Tiempo Real.

1ll.4.3 PCR en Tiempo Real (Taq Man)

Debido a la novedad de este ensayo, describiremos brevemente el fundamento del
mismo. Durante cada ciclo de PCR se monitorea la cantidad de fluorescencia que se
produce cuando un oligonucledétido fluorogénico es activado por la actividad exonucleasa
5’a 3'de la Taq polimerasa después de la unién a los productos especificos de PCR. Se
determinara el numero de ciclos de PCR requeridos para alcanzar un umbral de
fluorescencia (CT) para cada muestra y el valor medido es comparado con los valores
estandares de ADN moldes con concentraciones conocidas para determinar la
concentracion de comienzo de la amplificaciéon en la muestra. Debido a que el CT es
determinado durante la fase exponencial del PCR, el valor de CT tiene una relacién lineal

con el logaritmo de las concentraciones de ADN molde.

La cantidad de ADN del VHHS8 presente en las preparaciones de CMSP y en tejidos
fue determinada mediante amplificacion por PCR en Tiempo Real (Applied
Biosystem7300 Real Time PCR system, Reino Unido) usando un juego de oligonucledtidos
y sonda disefiados con el programa Primer Express Software (Applied Biosystem), que
amplifica y detectan un amplicon de 100 pb en la region del gen ORFK1 del HASK desde
el nucledtido 386 al 486. Esta regidn es altamente conservada entre los 5 genotipos del

VHH8 (Zong y cals., 1999 y 2002); las secuencias se citan a continuacion:

¢ oligonucledtido positivo: 5-ACCAAACGGACGAAATGATCTAA-3
¢ oligonucledtido negativo: 5-CAGTTTGGTTCATCAGCGTAAAATT-3’
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¢ sonda fluorogénica Tagman: 5CGTGTCACAAACTAAAZ.

A cada pozo de la placa de 96 pocillos se le afadio 2 yL (50 ng , determinados por
espectrofotométricamente) de muestra (ADNg extraido de cada caso) y 23 pL de mezcla
consistente en: 13 uL de mezcla Universal de PCR (Applied Biosystem) y 5 uL, 200nM y
300nM de oligonucledtidos y sonda, respectivamente. Los parametros de los ciclos
fueron: 50°C 2 min, 95°C 10 min y 50 ciclos de 95°C 15 seg y 60°C 1 min. Cada muestra
fue analizada por triplicado, y al final se calcul6 el promedio entre los tres valores.

La deteccion del ADN del gen de la 8 globina humana en cada muestra (empleando un
juego de oligonucledtidos y sonda suministrados por Applied Biosystem) fue usada como
control interno para comprobar que la cantidad ADNg empleado en cada muestra era la
misma (50 ng).

La linea celular BC-3 se uso6 para la estandarizacion del sistema y para construir la
curva estandar; la misma tiene una cantidad conocida de ADN del VHHS en el rango de
40 a 80 copias por células (Renne y cols., 1996; Curreli y cols., 2003). EI ADNg fue
extraido a partir de 5x10° células, y disuelto en 200 uL de tampén Tris-EDTA (TE) con
una concentracion total de 4 pug/uL. De ello se calcula que en 1L existen 25x10° células
(aproximadamente entre 1y 2x10° copias de HASK). Se hicieron diluciones seriadas en
base 10 (desde puro hasta 10°°) comenzando por 1-2x10° hasta 10 copias de ADN de
VHHS. Los resultados de la amplificacion fueron ubicados en una gréafica para construir la
curva estandar mediante analisis de regresion lineal de los CT frente a los logaritmos de

las concentraciones de ADN del VHH8 empleados.

Posteriormente, los valores obtenidos en las muestras clinicas fueron ubicados en la
curva estandar que se construyé con el ADN del VHH8 amplificado de la linea celular
BC-3, calculandose asi el numero de genomas del virus por ug de ADN en cada
muestra.

1l1.4.4 Analisis estadistico

Se determind la sensibilidad (S), especificidad (E), Valor predictivo positivo (VPP) y valor

predictivo negativo (VPN) del PCR en Tiempo Real y del PCR anidado para ORFK1

frente a la prueba estandar (IF1), teniendo en cuenta los siguientes conceptos.
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Sensibilidad: Es la proporcion de personas verdaderamente enfermas que han sido
catalogadas como tales por la prueba.

Especificidad: Es la proporcién de personas verdaderamente no enfermas que hayan
sido catalogadas como tales por la prueba.

VPP: Es la probabilidad de que haya enfermedad si la prueba fue positiva. Su
complemento es la tasa de falsos positivos (% de personas con resultado positivo que en
realidad tienen la enfermedad de interés).

VPN: Es la probabilidad de que no haya enfermedad si la prueba fue negativa. Su
complemento es la tasa de falsos negativos (% de personas con resultado negativo que en
realidad no tienen la enfermedad de interés).

Para ello se utilizaron las siguientes férmulas:

s= VP 100

VP + FN

e= —YN__y 100
VN + FP
WP

VPP= — ==X 100
VN

VPN=—e X 100

Para conocer si existia asociacion significativa entre la carga viral de VHHS8 con la carga
viral de VIH y con el conteo de CD4 en los pacientes cubanos asintomaticos, se emple6
el andlisis de correlacion no paramétrica por rangos de Spearman, para determinar el

coeficiente de correlacion.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Seroprevalencia de anticuerpos al VHH8 en diferentes grupos de
poblacién cubana sexualmente activa

IV.1.1 Datos demograficos y epidemioldgicos de los 5 grupos de individuos
estudiados serolégicamente

En la tabla 4 se muestran los datos demograficos de los 5 grupos de individuos
empleados en el estudio serolégico. Los 45 pacientes con SK asociado a SIDA se
encontraban en las edades entre 17 y 58 afios (media 33.4 afos). Segun el color de la
piel, 32 eran blancos (71.1%), 7 eran negros (15.6%) y 6 eran mestizos (13.3%) (datos
no mostrados en la tabla). El factor de riesgo de homosexualidad/bisexualidad se
encontr en 32 de los 36 hombres estudiados (88.9%). Las 9 mujeres comprenden un
quinto del total de pacientes con SK incluidos en el estudio (20%). Tres de los 4 hombres
heterosexuales con SK adquirieron el VIH en Africa, mientras que las mujeres con SK
asociado a SIDA refirieron haber tenido multiples contactos con hombres bisexuales.

Tabla 4. Caracteristicas demograficas de los 5 grupos de individuos que se emplearon

para la determinacién de anticuerpos al Herpesvirus Asociado al Sarcoma de Kaposi,
1991-2004.

Pacientes con Pacientes Donantes de Receptores Contactos de
Caracteristicas SIDAy SK VIH/SSIaA sin sangre trarsepr:zrte pacierét;s con
Demograficas n=45 (n=154) (n=171) (n=27) (n=36)
No. % No. % No. % No. % No. %
Edad (afos)
15-24 8 17.7 71 46.1 9 5.3 21 77.8 2 5.5
25-30 12 26.7 41 26.6 33 19.3 4 14.8 11 30.6
>30 25 55.6 42 27.3 129 75.4 2 7.4 23 63.9
Sexo
F 9 20.0 34 221 35 20.5 8 29.6 10 27.8
M 36 80.0 120 77.9 136 79.5 19 70.4 26 72.2
Orientacion
sexual
HSH 32 711 104 67.5 ND ND ND ND 26 72.2
HTM 4 8.9 16 10.4 ND ND ND ND 0 0.0
HTF 9 20 34 221 ND ND ND ND 10 27.8

Abreviaturas: F: Femenino; M: Masculino; HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTM: Heterosexuales Masculinos;
HTF: Heterosexuales Femeninos; ND: datos no disponibles.

Fuente: Registro Nacional de VIH del MINSAP. Historias clinicas, IPK

En el grupo de individuos seropositivos al VIH sin SK el rango de edad estuvo entre 16 y
70 afos (edad promedio 38.3); 119 de los 154 (77.3%) eran blancos, 14 (9.1%), eran
negros y 21 (13.7%) eran mestizos (datos no mostrados en la tabla). El comportamiento

sexual de este grupo fue similar al reportado para los pacientes con SK asociado a SIDA.
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El grupo constituido por los contactos de pacientes con SK estuvo integrado por 26
HSH, que eran parejas sexuales de pacientes con SK, y 10 mujeres, 8 de ellas eran
parejas sexuales y 2 eran madres de pacientes con SK. Todas las parejas sexuales eran
personas seropositivas al VIH, de ellas solo dos se encontraban en estadio SIDA.

En las personas seropositivas al VIH estudiadas, con y sin SK, se observd un
predominio de la piel blanca, lo cual es coincidente con los reportes hechos previamente
por Pérez y colaboradores en 1993, al caracterizar la epidemia cubana de VIH (Pérez y
cols., 1993).

IV.1.2 Determinacion de anticuerpos frente al VHH8 en los 5 grupos
estudiados

Como se observa en la Tabla 5, de los 45 pacientes con SK asociado a SIDA, 37
(82.2%) resultaron positivos de Acs al VHH8 empleando la técnica de IFI anti-LANA,
detectandose el patron nuclear de fluorescencia caracteristico de infeccién con el VHH8
(Figura 14).

Figura 14. Inmunofluorescencia positiva de Acs anti-LANA en un paciente con SK,
utilizando la linea celular BCP-1. Magnificado 40x.

Por otra parte, 32 (20.8%) de los 154 individuos seropositivos al VIH sin SK resultaron
tener Acs frente al VHHS8. De los 171 donantes de sangre (todos seronegativos al VIH),
solo 2 (1.2%) presentaron Acs al virus, mientras que ninguno de los 27 pacientes
receptores de trasplante los tenian. En el grupo de contactos, se detecto la presencia de
Acs frente al HASK en 24 de las 36 personas (66.6%). (Tabla 5). Las dos madres de los

pacientes con SK resultaron negativas de Acs al VHHS.
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Tabla 5. Resultados de la determinacion a ciegas de la reactividad de Acs frente al
Antigeno nuclear asociado a la latencia (LANA) del Virus del Herpes Humano 8 (VHHS)
en las 433 muestras de suero analizadas de los 5 grupos de individuos estudiados, 1991-
2004.

Numero de IFl anti-LANA Positiva
Cohorte de estudio sujetos testados No. %
Pacientes con SIDA y SK 45 37 822°
Pacientes VIH/SIDA sin SK 154 32 20.8°
Donantes de sangre 171 2 1.2
Receptores de transplante renal 27 0 0.0
Contactos de pacientes con SK 36 24  66.6°

# P <0.0001, con la prueba de Fisher después de la comparacién del grupo indicado con el grupo de donantes de sangre.
Abreviaturas: IFl: Inmunofluorescencia Indirecta; LANA: Antigeno latente nuclear; SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida; VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana; SK: Sarcoma de Kaposi.

Fuente: Laboratorio de ETS. Departamento de Virologia, IPK.

El 82.2% de positividad de Acs al VHH8 encontrado mediante la IFl en el grupo de
pacientes con SIDA y SK, concuerda con reportes previos relacionados con el empleo de
la IFI anti-LANA para realizar estudios de seroreactividad en este grupo de pacientes
(Gao y cols., 1996a; Kedes y cols., 1996; Martin y cols., 1998). Los casos negativos dentro
del grupo de pacientes con SK podrian deberse a diversas causas como son: la
sensibilidad de la IFI que ha probado ser de alrededor de un 80% en el SK asociado a
SIDA, las posibles congelaciones y descongelaciones que pueden haber sufrido algunos
de los sueros mas antiguos, y finalmente, algunos de estos pacientes pueden haberse
encontrado en los estadios finales de la enfermedad resultando en una afectacion severa
de la inmunidad humoral y celular, que seria la responsable de la respuesta falso-
negativo al VHHS8, de la misma manera que se ha descrito previamente para el VIH
(Moore y Chang, 2001).

Los porcientos de prevalencia al VHH8 que encontramos en los diferentes grupos de
individuos analizados en nuestro estudio, sugieren un patron de infeccion similar al
encontrado en EU, Norte de Europa y Japdn, donde se reportan valores de
seroprevalencia en la poblacion general seronegativa al VIH entre un 0 y un 10%,
mientras que en pacientes con SK se encuentra entre un 70 y un 90%; por otra parte, en
individuos seropositivos al VIH sin SK, los valores oscilan alrededor de un 30% (Smith y
cols., 1999; Whitby y cols., 1999; Katano y cals., 2000).
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Sin embargo, nuestros resultados se comportaron de manera diferente de aquellos
reportados en poblaciones como Italia y Uganda, dos paises donde el virus se encuentra
diseminado en la poblacion, reportandose niveles de seroprevalencia que pueden
alcanzar hasta el 50% (Whitby y cals., 1998; Perma y cols., 2000; Ziegler y cols., 2003; Stein y
cols., 2004).

Nuestros resultados fueron también similares a los reportados por Keller y
colaboradores en Brasil (Keller y cols., 2001). Ellos reportaron una prevalencia de Acs al
VHH8 de un 79.5% entre la poblacion seropositiva al VIH con SK, y un 18.5% en
aquellos sin SK. Debemos destacar que existe otro reporte de seroprevalencia de Acs al
VHH8 en Cuba, para el cual se emplearon muestras residuales de un estudio de caso-
control del Instituto de Oncologia y Radiobiologia en individuos seronegativos al VIH
(Femandez y cols., 2002). En este estudio, contrario a nuestros resultados, se detecta un
16.9% de positividad de Acs frente al VHHS, pero en este caso se realizo la deteccion de
Acs frente a Ags liticos del virus, y como se ha reportado anteriormente (Lennette y cols.,
1996; Moore y Chang, 2001), las pruebas empleando Ags liticos tienen un porciento de
sensibilidad mas elevado (mas de un 95% de positividad en individuos con SK), pero
también tienen el riesgo de reactividad cruzada, especialmente a diluciones bajas del
suero. Existen una serie de estudios de seroprevalencia en diferentes poblaciones
empleando antigenos liticos, y en todos ellos se detectan niveles de seroprevalencia
mucho mas elevados al compararlos con aquellos estudios donde se emplean Ags
latentes (Lennette y cols., 1996; Rezza y cols., 1998; Schulz y cols., 2002). La reactividad
cruzada es la explicacion para los elevados porcientos de infeccion reportados en los
estudios seroldgicos que emplean Ags liticos comparados con los que utilizan Ags
latentes (Lennette y cols., 1996; Schulz, 2000; Moore y Chang, 2001; Schulz y cols., 2002).

IV.1.3 Analisis por subgrupos de la seropositividad a HASK entre sujetos
positivos al VIH con y sin SK

Como se muestra en la Tabla 6 ambos sexos, tuvieron un porciento de infeccion al
VHHS8 relativamente alto. De los 182 hombres seropositivos al VIH, 76 (41.7%) se
encontraron infectados con el HASK, mientras que de las 51 mujeres seropositivas al

VIH, 17 (33.3%) también estaban infectadas con este herpesvirus.
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La mayoria de las personas seropositivas al VIH estudiadas fueron HSH (162
individuos), por lo que la homosexualidad/bisexualidad no estuvo asociada
significativamente a la presencia de Acs al VHH8 en las personas con SK o en las

asintomaticas.

Al realizar el andlisis por subgrupos encontramos que en el grupo de pacientes
afectados con el SK, la proporcién de HSH que fueron positivos al VHHS8 fue un 81.2%
(26 de 32), comparado con un 75% (3 de 4) para los hombres heterosexuales y de un
88.9% (8 de 9) para las mujeres (P=0.99). De igual manera se comportd el grupo de
individuos seropositivos al VIH sin SK, donde la proporcion de HSH que fueron
seropositivos al HASK fue de un 21.1% (22 de 104), comparado con un 31.2% (5 de 16)
para los hombres heterosexuales (P=0.36). En el grupo de los contactos sexuales, la
proporcion de HSH infectados con el VHH8 fue del 76.9% (20 de 26) ya que en este
grupo no hubo ningun paciente masculino heterosexual. En previos estudios realizados
por Whitby y colaboradores (Whitby y cols., 1999) y por Smith y colaboradores (Smith y
cols., 1999) encontraron que la homosexualidad constituia un factor fuertemente
asociado al SK Epidémico.

Tabla 6. Analisis de la seroreactividad al HASK en los diferentes subgrupos dentro de los
pacientes seropositivos al VIH con y sin SK 1991-2004.

Contactos sexuales de

Pacientes con SIDA y SK Pacientes VIH/SIDA sin SK pacientes con SK,
Caracteristicas (n =45) (n=154) serop(z;it_ivgi)al VIH Total
HASK+ HASK- HASK+ HASK- HASK+ HASK-
No. % No. % No. % No. % No. % No. %
Edad
15-24 5 55.5 4 44.6 4 5.6 68 94.4 0 0 2 100 83
25-30 7 70.0 3 30.0 10 23.3 33 76.7 6 54.5 5 455 64
> 30 25 96.2 1 3.8 18 46.2 21 53.8 18 857 3 14.3 86
Sexo
Masculino 29 80.5 7 194 27 225 93 77.5 20 76.9 6 23.1 182
Femenino 8 88.9 1 11.1 5 14.7 29 85.3 4 50.0 4 50.0 51
Orientacion
sexual
HSH 26 81.2 6 18.8 22 211 82 78.9 20 76.9 6 23.1 162
HTM 3 75.0 1 25.0 5 31.2 11 68.8 0 0 0 0 20
HTF 8 88.9 1 11.1 5 14.7 29 85.3 4 50.0 4 50.0 51

Abreviaturas: HSH: hombres que tienen sexo con hombres; HTM: Heterosexuales Masculinos;HTF: Heterosexuales
Femeninos.

Fuente: Registro Nacional de VIH del MINSAP. Historias clinicas, IPK.
En contraste, en los grupos estudiados en esta investigacion, observamos que los
hombres heterosexuales y las mujeres constituyen un numero importante de los casos

con SK asociado a SIDA. (8.9 y 20% respectivamente, Tabla 4). Existen varios factores
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que pueden haber influido en la presencia de estos diferentes hallazgos en Cuba,
incluyendo el alto nimero de parejas sexuales y el tipo de practicas sexuales en estos
hombres heterosexuales y en las mujeres. Tres de los hombres en nuestro estudio
adquirieron el VIH en Africa a través de contacto heterosexual, y pudieran haberse
infectado al mismo tiempo con el VHHS8. Las 9 mujeres con SK asociado a SIDA referian

haber tenido multiples contactos con hombres bisexuales.

No obstante, estos datos deben manejarse con mucha cautela ya que como sabemos,
la mayoria de los individuos cubanos que viven con VIH (incluyendo los que se analizaron
en nuestro estudio), son en su mayoria HSH (Pérez y cols., 1993). Este hecho pudiera ser
otro factor que no nos permitié encontrar relacion entre homo/bisexualidad e infeccion
con el VHHS; por otro lado, el numero de hombres heterosexuales incluidos en el estudio
fue bajo.

En Cuba, los hombres y mujeres seropositivos al VIH (incluyendo aquellos con y sin SK)
asi como los contactos sexuales de pacientes con SK, tuvieron niveles de
seroprevalencia al VHHS8 relativamente altos. Este hallazgo coincide con lo reportado en
diferentes estudios que se han realizado en poblaciones de individuos seropositivos al

VIH sexualmente activos en Europa (Smith y cols., 1999).

Sin embargo, no existen estudios previos de contactos sexuales asintomaticos, por lo
que este seria el primer reporte donde se pudo detectar un alto porciento de prevalencia
de infeccion al VHH8 (66.6%). La mayoria de los investigadores consideran la
homosexualidad como un factor de riesgo para la infeccion con el HASK, principalmente
relacionado a la practica de sexo anal no protegido en este grupo de individuos (Melbye y
cols., 1998). Nuestros hallazgos permiten confirmar la via de transmision sexual como la
mas probable para el VHH8. Esto, obviamente no representa la ruta habitual de
transmision del VHHS8 en los paises endémicos, donde la mayoria de las transmisiones
parecen ocurrir durante la nifiez (Goudsmit y cals., 2000).

Consideramos que deben hacerse estudios mas profundos de transmision del virus en
nuestro pais con el objetivo de aclarar los hallazgos antes expuestos. Nuestros analisis
son consistentes con observaciones previas que sugieren una fuerte asociacion entre la

seropositividad al VHH8 y el SK, asi como de la via de transmisién sexual como una de
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las vias mas efectivas de transmision de este virus en individuos infectados con el VIH.
Nuestros analisis también sugieren que el patron de transmision del VHH8 en Cuba se
asemeja al descrito en EU y Europa del Norte (Whitby y cols., 1995; Gao y cols., 1996a).
No obstante, no hicimos una seleccién al azar en la poblacién cubana, sino que
estudiamos donantes de un banco de sangre, que ademas eran negativos al Ag de
superficie del VHB, VHC y VDRL. Por esta razéon no podemos llegar a conclusiones

definitivas sobre la circulacion del VHHS8 en la poblacion seronegativa al VIH.

A pesar de ello podemos sugerir que la infeccion con el VHH8 no es frecuente en la
poblacion cubana seronegativa al VIH estudiada, y que se encuentra aparentemente
limitada a individuos infectados con VIH, similar a lo reportado en paises como Jamaica
(Mannsy cols., 1998) , Brasil (Keller y cols., 2001), y EU (Gao y cols., 1996a).

Estos resultados son importantes ya que nos alertan sobre la circulacion y el incremento
de un nuevo virus entre la poblacién cubana de individuos seropositivos al VIH. Ello debe
servir de aviso para que se tomen medidas encaminadas a disminuir la transmision del
mismo, teniendo en cuenta que, de acuerdo a nuestros resultados al estudiar los
contactos, una de las vias probables de transmision es la sexual. Por otro lado el virus
pudiera diseminarse a personas no seropositivas al VIH, representando una amenaza a

la salud de nuestra poblacion.

IV.2 Detecciéon de ADN del VHHS8 en tejido y saliva de pacientes con SK

IV.2.1 Caracteristicas demograficas, clinicas y anatomopatoloégicas de los 72
pacientes cubanos con SK estudiados

Se estudiaron un total de 72 muestras de tejido de lesiones de piel (biopsia) o de
autopsia de pacientes cubanos con SK asociado a SIDA diagnosticados durante los
anos 1991 hasta el 2004, asi como 10 muestras de otras lesiones de piel también
embebidas en parafina de pacientes seronegativos al VIH (Tabla 2, acapite lll.2.1). Por otro
lado, se estudiaron 22 muestras de salivas de pacientes con SK.

Al hacer la caracterizacion de los 72 pacientes cubanos con SK, se observd un
predominio de HSH (56, 77.8%), sin embargo como ya se discutié previamente en el
acapite IV.1, una caracteristica de la poblacion cubana con SK estudiada es la presencia

relativamente alta de mujeres (11, 15.3%).

81



“Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba”

Se encontré con mayor frecuencia la forma cutanea de SK, descrito en 45 pacientes
(62.5%) (Figura 15), y en menor frecuencia se presentaron las formas sistémica y

mucocutanea de la enfermedad (15 y 12 casos, respectivamente).

B SK cutaneo B SK mucocutaneo & SK visceral

Figura 15. Tipo de Sarcoma de Kaposi Epidémico. 1991-2004.
Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patolégica. IPK.

Se observo un franco predominio de las lesiones multiples en la piel (52 pacientes,
72.2%) vy la lesion elemental mas frecuente fue la macula, describiéndose en 47
pacientes (65.3%). Las localizaciones mas frecuentes de las lesiones en la forma
cutanea de la enfermedad fueron las extremidades inferiores en 38 pacientes, seguidas

por el tronco y los miembros superiores en 26 y 20 pacientes, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Localizaciones mas frecuentes de las lesiones en el SK cutaneo. 1991-2004.

Localizacién No. de Pacientes Porciento
Extremidades superiores 20 27.7 %
Extremidades inferiores 38 52.7%
Tronco 26 36.1%
Cara 6 8.3%
Cuello 4 5.6%

Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patoldgica. IPK.
De los 15 pacientes afectados con el SK sistémico o visceral, realizamos un analisis de

los sistemas de 6rganos mas afectados, los cuales se relacionan en la Tabla 8. Se
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observo la afectacién de mas de un 6rgano en un mismo paciente. Se puede apreciar
que el sistema digestivo fue el que mostré un mayor porciento de afectacion (86.7%), y
dentro de este, la mucosa oral y el intestino (5 casos, 38.5% cada uno) fueron los 6rganos

mas involucrados (Figura 16).

Tabla 8. Sistemas de 6rganos afectados en el Sarcoma de Kaposi epidémico sistémico.
1991-2004.

Sistemas de 6rganos No. de Pacientes Porciento
Sistema Digestivo 13 86.7
Sistema Respiratorio 10 66.7
Sistema Hemolinfopoyético 10 66.7
Otros 6rganos 12 80.0

Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patolégica. IPK.
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Figura 16. Localizaciones mas frecuentes en el Sistema Digestivo. 1991-2004.
Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patolégica. IPK.

Como se observa en la Tabla 8, hubo 12 pacientes (80%) en los que el SK sistémico
afecté ademas otros 6rganos: cuatro pacientes presentaron lesiones de SK en higado

(33.3%), en dos pacientes se reportd toma de pericardio y suprarrenales (16.7% cada
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uno), mientras que la afeccién del pancreas, el rifion, la vejiga y el Utero se reportaron en
un paciente cada uno (8.3%).

Con respecto al tipo de SK reportado en el estudio histopatolégico de los pacientes,
como se observa en la Figura 17, la mayoria de los casos se diagnosticaron en estadios
tempranos de la enfermedad, por lo que se observd un predominio de las formas
histologicas inflamatoria (27 casos) y vascular o proliferativa (28 casos) que se
corresponden clinicamente con los estadio de parches y placas, respectivamente. En
menor frecuencia observamos la forma tumoral del SK, (17 pacientes) que se describe en

los estadios mas avanzados de la enfermedad (Lever y Schaumburg, 1983).

38.80%

B SK Inflamatorio

B SK Proliferativo o vascular

P SK Tumoral

Figura17. Tipos Histologicos de Sarcoma de Kaposi en los pacientes estudiados.1991-2004.
Fuente: Informe Anatomopatolégico. Departamento de Anatomia Patoldgica. IPK.

De manera general los datos encontrados en los pacientes cubanos con SK, son
similares a los reportados en la literatura para el SK epidémico (Lever y Schaumburg,
1983; Hengge y coals., 2002 y 2004). Se plantea que, a diferencia de la forma clasica del
SK, las lesiones en los pacientes con SIDA se localizan no solo en miembros inferiores,
sino en el tronco, miembros superiores y cara (Moore y Chang, 2001; Hengge y cols., 2002
y 2004).

Se ha descrito que la forma mas frecuente de apariciéon del SK cutaneo son las
lesiones, solitarias o multiples, que pueden presentarse desde maculas azul parduscas
hasta tumores violaceos; son mas variadas, de extensa distribucion, menor tamafio y
rapida progresion (Talbot y Whitby, 1999; Hengge y cols., 2002).

La afectacion del tracto gastrointestinal parece ser la mas frecuente dentro de la forma
sistémica pudiendo causar hemorragias digestivas, enteropatias o cuadros obstructivos,

aunque habitualmente, el paciente suele estar asintomatico y la afectacion visceral mas
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grave es la pulmonar, que frecuentemente ocasiona la muerte por hemorragia pulmonar

masiva (Lever y Schaumburg, 1983).

IV.2.2 Deteccion de ADN del gen de la ADN polimerasa del VHH8 en muestras
de tejido y saliva de pacientes con SK
Todas las muestras fueron sujetas a un PCR anidado multiple que amplifica el gen de

la ADN polimerasa viral y que permite detectar en una misma reaccion la presencia del
VHHB8 y de otros herpesvirus linfotropicos (VHH7, CMV, VHHG, VEB).

Se detecto la presencia de ADN del VHHS8 en 70 (97.2%) de los 72 tejidos estudiados
de pacientes con SK (Figura 18), reforzando la teoria de este agente como el causante
de la enfermedad. Ninguna de las otras lesiones de piel de pacientes seronegativos al

VIH fueron positivas al virus.

4 5 6 7 8 9101102

VPR (140pb)
VHH7 (122pb)
VHHS (97pb)
CMV (78pb)
VHH6 (68pb)
VEB (54pb)

Figura 18. PCR Mudltiple de Herpesvirus. Gel de Agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio
donde se observa la amplificacion de bandas de 97pb que corresponden con la talla esperada
para el VHHS8. El control interno (VPR) aparece como una banda de 140pb en todos los casos,
indicando que la amplificacion ocurrio eficientemente. En la linea 1 aparece un caso positivo a
CMV, empleado como control del ensayo, de la linea 2 a la 10 aparecen casos positivos al
VHHS. En la linea 11 aparece el control negativo, y en la linea 12 el patrén de peso molecular.
Se observan ademas tres casos positivos al VEB (linea 3, 7 y 10) y uno al VHHG (linea 10).

Existen actualmente una serie de estudios que han demostrado la presencia de ADN
viral mediante PCR en al menos el 95% de los tumores de pacientes con SK,
independientemente de la fuente (Cesarman y cols., 1995a; Schulz, 1998; Schulz y
Moore, 1999; Moore y Chang, 2001). Pudiera ser posible que un pequefio porcentaje de
lesiones de SK se encuentren libres de infeccion por el HASK, pero se asume que el
virus debera siempre ser detectado en muestras que sean adecuadamente procesadas.

Por otro lado, en nuestro estudio, se detectaron 14 muestras de saliva (63.6%) positivas
al virus, lo que indica que el virus esta también presente en este fluido y que esta pudiera
constituir otras de las posibles vias de transmision del VHHS8. Se han realizado pocos

estudios de deteccion del VHH8 en muestras de saliva, los cuales han arrojado
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resultados controversiales. Algunos autores han encontrado viriones infecciosos y ADN
del HASK en saliva de pacientes con SK-SIDA, demostrando la replicacion del virus en la
orofaringe (Koelle y cols., 1997; Pauk y cols., 2000; Taylor y cals., 2004). Sin embargo, no se
ha encontrado la presencia del VHH8 en saliva de pacientes con SK clasico ni en
aquellos infectados pero asintomaticos (Talbot y Whitby, 1999).

Se desconoce por qué si el HASK, puede ser transmitido a través de las secreciones
orales, el virus mantiene un patron de transmision sexual mas que por contacto oral
(Pauk y cols., 2000). Las practicas sexuales como son el contacto oroanal y orogenital
pudieran ayudar a explicar esto. Estudios recientes de cohorte apuntan hacia el contacto
orogenital como un factor de riesgo para la transmision (Grulich y cols., 1999; Hengge y
cols., 2004), sin embargo esto no explica por qué los hombres homosexuales tiene
riesgos mas elevados de transmision.

El hecho de no haber encontrado el virus en las muestras de saliva de todos los
pacientes con SK estudiados, nos puede hacer pensar que el VHHS8, al ser un virus
latente, se excreta de manera intermitente, durante los periodos de reactivacion viral al
igual que ocurre con los otros miembros de la familia Herpesviridae (Roizman y Pellet,
2001).

No se conoce con exactitud la epidemiologia de la transmision del HASK, por ello existe
mucha especulacion acerca de como ocurre la infeccion con el virus. Estudios
seroepidemiologicos sugieren el VHH8 tiene al menos dos modos principales de
transmision. La transmision sexual es la forma mas comun de transmision en paises
desarrollados con bajos niveles de prevalencia, donde la infeccion es poco comun. Sin
embargo en las regiones de Africa donde la enfermedad es endémica y frecuente desde
la nifez, predominan las rutas de transmision no sexual (Schulz y cols., 2002).

Es de senalar que, debido a que se emple6é un PCR multiple que permite detectar
ademas del VHHS8 otros herpesvirus, se pudo demostrar coinfeccion en varios casos
(algunos de ellos se observan en la Figura 17) del VHHS8 con otros virus (CMV en 2 casos;
3 casos con VHH6 y VEB, respectivamente y también un caso con VHH7), tanto en
tejido como en saliva. Al tratarse de individuos infectados con el VIH, que ademas se

encontraban en estadio SIDA, no es extrafio detectar la presencia de otros Herpesvirus
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que se conoce son ubicuos en todas las poblaciones adultas y que en estados de
inmunosupresion se reactivan frecuentemente (Roizman y Pellet, 2001). Estos hallazgos
han sido reportados por otros autores al emplear este tipo de técnicas de alta sensibilidad
(Webery cals., 1996).

IV.3 Caracterizacion molecular del VHH8 en muestras clinicas de pacientes
cubanos y alemanes.
IV.3.1 Resultados del PCR y la secuenciacion de acidos nucleicos

Al realizar la PCR anidada del gen ORFK1 descrita por Zong y colaboradores (Zong y
cols., 1999) para las muestras referidas anteriormente, pudimos amplificar el ADN del
VHH8 en el 100% de las muestras de tejidos utilizadas en el estudio, obteniendo en
total: 40 productos de PCR de 39 pacientes cubanos con SK epidémico y 19 de 18
pacientes alemanes con SK (5 clasicos y 13 epidémicos); en el caso de los contactos
sexuales de pacientes cubanos con SK, detectamos infeccion con el VHH8 en 11 de las
22 muestras de CMSP, es de sefalar que estos pacientes también habian resultado
positivos de Acs anti-LANA mediante IFI (acapite IV.1.2). En 15 de las 40 muestras de
pacientes cubanos con SK se logré amplificar completamente el gen ORFK1 (primera
reaccion de amplificacion), mientras que en las restantes se amplificé un fragmento de
621pb de los 867 nucledtidos que tiene el gen (reaccion anidada). Este fragmento incluye
desde el nucledtido 117 al 738 (aa 39 al 246) donde se encuentran las dos regiones
variables (RV1 nt 162 a 279; aa 54 a 93 y RV2 nt 573 a 684; aa 191 a 228) y una region
constante intermedia (RC), lo cual es suficiente para hacer el analisis molecular del
VHHS (Figura 19) (Zong y cals., 1999).

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados y sometidos a secuenciacion
nucleotidica del gen ORFK1. En el caso de las 15 muestras que se lograron amplificar en
el primer PCR, se usaron oligonucledtidos intermedios (los mismos usados para
amplificar el fragmento de 621pb) para lograr secuenciar completamente el gen. En las
muestras restantes se secuencié el fragmento de 621 pb empleando los mismos

oligonucledtidos con que se realizo la reaccion de amplificacion anidada.
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Figura 19. Gel de agarosa al 2% tefido con bromuro de etidio donde se observa la
amplificacion de un fragmento de 621 pb correspondiente al gen ORFK1 del VHHS8. Carril 1.
Patron de peso molecular (100pb ladder, Promega). Carriles 2 al 6, pacientes con SK. Carriles
7 al 10 casos correspondientes a contactos sexuales de pacientes con SK.

Todos los productos de PCR purificados, con la excepcion de uno (un contacto sexual
débil positivo), tuvieron la calidad requerida para poder ser secuenciados, por lo que al
final obtuvimos las secuencias del VHH8 esperadas: 50 de las muestras cubanas y 19 de

las alemanas.

De las muestras cubanas de pacientes con SK, obtuvimos 15 secuencias completas, el
resto fueron parciales.
IV.3.2 Datos demograficos y clinicos de los pacientes

En consistencia con otros estudios (Goedert y cols.,1997; Kedes y cols., 1997; Whitby y
cols., 1999) se demostré nuevamente un predominio del sexo masculino en 10 de las 11
muestras de contactos sexuales asintomaticos que se detectaron infectados con el
HASK (90.9%) mediante el PCR anidado del gen ORFK1, en 36 de los 39 pacientes
cubanos con SK (92.3%) y en 17 de los 18 (94.4%) pacientes alemanes con SK. Con la
excepcion de dos pacientes que adquirieron el VIH en Africa (Cu44 y Cu49), el resto de
los pacientes cubanos con SK incluidos en el estudio se infectaron con VIH en Cuba. La
edad promedio no mostro diferencias significativas entre los pacientes cubanos con SK'y
los contactos sexuales asintomaticos (33.1, con un rango de 18 a 58 y 38.2, rango de 28 a
63, respectivamente). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas en el
promedio de edad entre los pacientes alemanes con SK clasico (edad promedio 72.2,
rango de 65 a 84) y los que tenian SK asociado a SIDA (edad promedio 41.1, rango 28 a
57) p<0.01.
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Entre los pacientes cubanos infectados con el VHH8 (con SK 'y asintomaticos), 30 eran
blancos, 5 y 14 eran negros y mulatos, respectivamente. Por el contrario, los pacientes
alemanes eran pacientes blancos de origen caucasico exceptuando uno, originario del

medio oriente.

Respecto al comportamiento sexual, la mayoria de los pacientes cubanos eran HSH 42
de 49 (85.7%), y los pacientes heterosexuales estaban constituidos por 4 mujeres y 3
hombres (8.2 y 6.1%, respectivamente). Entre los pacientes alemanes, todos los pacientes
con SK-SIDA eran homosexuales (13, 72.2%).

IV.3.3 Analisis Filogenético

Una vez editadas todas las secuencias nucleotidicas de K1, las introdujimos en el
GenBank con el propésito de buscar aquellas secuencias de referencias que se
acercaban mas a nuestras secuencias, con el fin de construir los arboles filogenéticos.
Las secuencias fueron alineadas usando el programa Clustal X version 1.81 y
posteriormente fueron analizadas con el programa Mega version 2.1 usando el método
de NJ con 1000 “pbootstraps”. Para el analisis filogenético solo se empleo el fragmento de
621 pb, con el objetivo de que todas las secuencias tuvieran la misma longitud. En total
se analizaron 96 secuencias de VHHS, las 69 secuenciadas en este estudio, mas 27

obtenidas del GenBank y empleadas como referencias (ver Anexo ).

Como se muestran en las Figuras 20 (secuencias nt) y 21 (secuencias aa.), los tres
principales genotipos reportados en la literatura; A, B y C, asi como el genotipo E descrito
recientemente fueron identificados claramente en las secuencias de las muestras
analizadas, basados en asociaciones topologicas y altos valores de “bootstraps”.

La caracterizacion filogenética mostré que 13 de las 19 secuencias de las muestras
alemanas fueron clasificadas dentro del genotipo C (68.4%), mientras que 6 se agruparon
como A, (31.6%). Los genotipos A y C son considerados de origen Europeo, de acuerdo a la
hipétesis de Zong y colaboradores, que evolucionaron de un ancestro comun hace 35000
anos (Zong y cols., 2002). Todos las secuencias de VHH8 de pacientes con SK clasico se
incluyeron en el genotipo C, mientras que las secuencias virales de pacientes con SK
asociados a SIDA fueron A 6 C, en concordancia con reportes previos (Schulz y cols.,
2002).
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La posible asociaciéon entre genotipos especificos de HASK y diferentes tipos de SK han
sido sugeridas por algunos autores (Boralevi y cols., 1998; Shulz, 2000),
desafortunadamente, estos datos se basaron en pequefios fragmentos del gen ORF26,
los estudios mas recientes del gen ORFK1 han mostrado que no existe asociacion entre
genotipos y enfermedad (Cook y cols., 1999; Meng y cols., 1999; Zong y cols., 1999). En
este estudio, a pesar de que todas las secuencias del HASK de pacientes con SK clasico
fueron clasificadas dentro del genotipo C, también encontramos este genotipo entre las
secuencias de VHHS8 de los pacientes alemanes y cubanos con SK asociado a SIDA, asi

como en los contactos sexuales asintomaticos.

Por otro lado, intentamos establecer correlacion entre los datos clinicos de los pacientes
cubanos con SK (evolucion del SK desde su diagnéstico hasta el momento actual o hasta la
fecha de fallecimiento, forma de presentacion de SK, tipo histoldgico, localizacién de las
lesiones y sobrevida del paciente) y los genotipos y subtipos detectados, no encontrandose

relacién alguna entre genotipo, subtipo y evolucion de la enfermedad.
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Figura 20. Arbol filogenético obtenido con el método de NJ (distancia Tamura-Nei) para las 96
secuencias nucleotidicas de VHHS8 analizadas.

Las secuencias de VHH8 cubanas, tanto de pacientes con SK como de los
contactos sexuales asintomaticos, en contraste con las alemanas, mostraron un
amplio rango de genotipos, incluyendo el A (33 de un total de 50 secuencias, 66%;
7 de ellas A5), el C en 8 secuencias de VHHS8, el B en 7 y una secuencia fue
genotipada como E. Basados en altos valores de “bootstraps” el genotipo A fue

reagrupado en varios subtipos dentro de este genotipo (A1, A2, A3y AS) (Figura 21).
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Figura 21. Arbol filogenético obtenido con el método de NJ (distancia Tamura-Nei) para las 96
secuencias aminoacidicas de VHH8 analizadas. A1, A2, A3 y A5: subtipos del Genotipo A del
VHHS.

Dentro del genotipo B debemos destacar que se encontraron las dos secuencias de
VHH8 que correspondian a dos pacientes heterosexuales que se habian infectado con
VIH en Africa (Cu44 y Cu49), lo cual se corresponde con los genotipos que se han
descrito que circulan en este continente, lo que sugiere que estos pacientes se pudieran

haberse infectado a la misma vez con el VHH8. Esta gran variedad de genotipos,
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incluyendo la presencia de los B y A5 solamente reportados anteriormente en Africa y la
del genotipo E que recientemente se habia descrito en amerindios de Brasil y Ecuador
(Biggar y cols., 2000; Withby y coals., 2004), son muy divergentes comparados con otros
reportes de Meng y colaboradores (Meng y cols., 2001) en pacientes de Argentina donde
se reportan los genotipos A y C como los mas frecuentes, o los estudios previos
realizados en Estados Unidos y Europa (Zong y cols., 1999; Lacoste y cols., 2000c;
Kadyrova y cols., 2003) en los que igualmente encuentran los genotipos A y C en todas
las secuencias analizadas. Hasta este momento, los genotipos B y A5 sdlo se habian
reportado en individuos africanos o de origen africano (Lacoste y cols., 2000c; Kakoola y
cols., 2001; Treumicht y cols., 2002; Zong y cols., 2002), por lo que nuestros resultados
podrian aportar nuevos datos a la epidemiologia del VHH8. Debemos sefialar que no se
encontré asociacion alguna entre el color de la piel y los genotipos o subtipos virales en
los pacientes cubanos.

Publicaciones mas recientes nos han proporcionado datos adicionales de genotipos de
HASK en América del Sur. Lacoste y colaboradores (Lacoste y cols., 2000c), reportaron
cinco secuencias de VHH8 de Guyana Francesa, y la mayoria de ellas fueron
caracterizadas como A5 6 B. Estos resultados apoyan nuestros hallazgos, ya que esta
Isla a pesar de pertenecer a Suramérica, se encuentra poblada en su mayoria por
personas de origen africano.

Entonces, cabria preguntar, ;qué ha conducido a esta diversidad de genotipos y

subtipos en los pacientes cubanos infectados con el VHH8?

La poblacién cubana actual se origind de una mezcla de diferentes grupos étnicos, pero
principalmente de los europeos que comenzaron a arribar a la isla desde 1492 y la
poblacion negra que fue traida a través de la trata de esclavos de Africa durante los
siglos XVI al XVIII (Guanche, 1996). La poblacion nativa fue casi totalmente extinguida
durante ese tiempo (Guerra, 1971). Por ello, asumimos que los genotipos A y C podrian
haber sido introducidos en Cuba a través de los inmigrantes europeos, mientras que el
genotipo B y el subtipo A5 podrian haber sido portados por los africanos traidos a Cuba
como esclavos 0 mas recientemente, por los cubanos internacionalistas que han viajado

a Africa. El genotipo E podria haber estado circulando en Cuba entre la poblacién nativa,
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pero también podria haberse introducido por inmigrantes de Latinoameérica. Este origen
diverso de composicién étnica podria explicar el amplio rango de genotipos y la carencia
de relacion entre la raza y los genotipos en la poblacion cubana. No obstante, a pesar de
la variedad de genotipos, el A es el mas prevalente, no sélo en Cuba, sino mundialmente,
sugiriendo que el genotipo A pudiera haber evolucionado para lograr una transmision
mas eficiente.

Por otro lado, como se muestran en las figuras 20, 21 y 23, ambos pacientes con dos
muestras tanto cubanos (C38 y C40) como alemanes (G22 y G24) mostraron secuencias
de VHH8 muy similares entre ellas, a pesar que dichas muestras fueron tomadas en
diferentes intervalos de tiempo y de diferentes lesiones. Las secuencias de VHHS8
cubanas mostraron un 100% de similitud, mientras que las alemanas mostraron un solo
cambio de aa (N vs T) en la posicion 68. Estos resultados concuerdan con reportes
previos de Zong y colaboradores donde se sugiere que dentro del mismo individuo, no
debe haber, o habria muy pocos cambios evolutivos del VHHS8 a lo largo del tiempo
(Zongy cols., 1999 y 2002).

En este trabajo y acorde a los datos epidemiologicos obtenidos, se tuvo la oportunidad
de obtener un resultado unico, ya que se realizé el andlisis de las secuencias virales del
gen ORFK1 del VHH8 de tres parejas de secuencias nt y aa obtenidas a partir de
pacientes con SK y de sus contacto sexuales asintomaticos [C19 y C45 (A5); C4 y C51
(C); C12y C57 (A3)].

Como se puede observar en la figura 22, las secuencias aa conservaron no solo el
mismo genotipo sino que ademas mantienen el mismo subtipo, a pesar de que se
observan algunos cambios menores principalmente entre las muestras clasificadas como
A3; ademas este subtipo es el que ha mostrado una mayor variabilidad de manera
general. Este hallazgo permite suponer que el virus es bastante estable y que sdlo se
observan pequefios cambios cuando el mismo pasa de un individuo a otro. Existen
algunos reportes que sugieren la estabilidad de las secuencias de K1 durante la vida o
en infecciones secuenciales (Meng y cols., 1999; Zong y cols., 2002.). Otros sugieren
fuertemente que la transmision horizontal debe ser evidenciada por la existencia de

secuencias idénticas o con pocos cambios aminoacidicos entre las variantes (Zong y
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cols., 1999). Hasta ahora no se habia corroborado esta hipétesis con casos clinicos, por

lo que estos resultados permiten apoyar esta teoria.
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Figura 22. Secuencia aminoacidica deducida a partir de la secuencia nucleotidica del gen ORFK1
del VHHS, obtenida de tres parejas de pacientes con SK y contacto sexual asintomatico.
% Indica los sitios con cambios en la secuencia de aminoacidos.

IV.3.4 Genotipos, Subtipos, Variaciones en las regiones de la secuencia K1y
Relevancia Funcional
En previos estudios, Zong y colaboradores han demostrado que la region amino y

carboxilo terminal de la proteina K1 en los genotipos A y C son altamente conservadas,
especialmente en el extremo citoplasmatico de la proteina, donde se encuentra la regién
ITAM. Por otro lado, el dominio extracelular, particularmente las RV1 y RV2 muestran
hasta un 60% de diversidad a nivel aminoacidico. (Zongy cols., 1999).

Para analizar las variaciones de las secuencias en las dos regiones variables de las
muestras cubanas y alemanas, tanto de pacientes con SK como de los individuos

asintomaticos infectados, se hizo la comparacion de las 69 secuencias aa deducidas a
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partir de las secuencias nt del gen ORFK1 para cada genotipo. Todas las secuencias
resultaron ser diferentes unas de otras, con la excepcion de las muestras obtenidas de
los mismos individuos (C38-C40y G22-G24).

Todas las secuencias exhibieron entre ellas desde 0 hasta 23% de divergencia nt y
desde 0 a 33% a nivel aa mediante el analisis empleando la matriz de distancia de
Tamura-Nei. Las variaciones aa de K1 fueron significantemente mayores que las que se
observaron para las secuencias nt, lo que indica que la variabilidad es conducida por
seleccién positiva (Zong y cols., 1999 y 2002). De manera general, las secuencias de las
muestras alemanas se comportaron mucho mas conservadas mostrando hasta un 15%
de divergencia a nivel aa entre ellas, mientras que las cubanas se comportaron mas

distantes entre si mostrando hasta un 33% de divergencia a nivel aa.

Debido a que el gen ORFK1 tiene un gran numero de sustituciones nt que en su
mayoria conducen a mutaciones aa, en toda la literatura consultada el analisis molecular
del VHH8 se basa en las secuencias aa (Poole y cols., 1999; Zong y cols., 1999 y 2002;
Lacoste y cols., 2000c y d), por lo que en este estudio discutimos principalmente los
cambios aminoacidicos y no los nucleotidicos. (Figura 23).

Mientras que todas las muestras incluidas en el genotipo C exhibieron la tipica delecion
de 5 aa en las posiciones 201 a la 205, como se ha descrito por varios autores (Cook y
cols, 1999; Zong y coals., 1999), las secuencias correspondientes al genotipo A de la

proteina K1 revelaron numerosas mutaciones en ambas RV (Figura 23).

Los subtipos A1, A2 y A5 del genotipo A compartieron las mutaciones puntuales,
mientras que las secuencias del subtipo A3 se distribuyeron con un patrén esporadico.
Sin embargo, las variantes B mostraron solo 4 mutaciones aa en las regiones variables y
algunos cambios dentro de las regiones conservadas.

Las secuencias incluidas en el genotipo A, mostraron varios sitios de inserciones y
deleciones especificos a lo largo de la region variable, principalmente en la RV2. La
muestra Cu51 tiene en la secuencia de la proteina K1 dos inserciones de aa en las
posiciones 200 y 201 y dos deleciones en las posiciones 234 y 235. Dos variantes de K1
(Cu20 y Cu28) revelaron 4 deleciones aa en diferentes posiciones 210-213 y 220-223,

respectivamente. Por otro lado la secuencia aa del VHH8 de la muestra Cu28 mostrd
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una delecion adicional en la posicion 74, mientras que otras dos variantes (Cu6 y Cu19)
mostraron una insercion en las posiciones 76 y 73, respectivamente. La secuencia Cu 33
mostré dos deleciones en las posiciones 229 y 267. Por otra parte, en la secuencia C64
se observo una insercion en la posicion 73, la cual es caracteristica del genotipo E
(Figura 23).

Ninguna de las variantes K1 del genotipo B mostraron alguna delecion/ insercion.
Lacoste y colaboradores (Lacoste y cols., 2000 b y ¢) han reportado que estas deleciones
en las regiones variables aparecen en algunas secuencias de K1 y que este patron
diverso de insercion/delecion pudiera ser el resultado de un facil acceso a rearreglos
gendmicos en las RV donde no hay estructura secundaria. La hipermutabilidad en el
ectodominio de K1 probablemente refleja la presion inmunoldgica ejercida en células
infectadas que expresan esta proteina. Por otro lado, se debe tener en cuenta lo
planteado por otros autores (McGeoch y Davison, 1999) que consideran que las extremas
variaciones en el gen K1 pudieran reflejar adaptaciones recientes del VHH8 a un nuevo
huésped acompariado de la diseminacién mas reciente antes y durante la epidemia de
SIDA. No obstante, se necesitan estudios mas profundos como el estudio de otros genes

variables (ORFK15) para confirmar esta hipétesis.

Al comparar las RV entre las secuencias del VHH8 de las muestras alemanas y
cubanas, observamos que en el subtipo A1, en la RV1, las secuencias de las muestras
alemanas (G2, G9 y G10) mostraron un patron muy similar entre ellas pero diferente de
las cubanas. Por otro lado, para el genotipo C, en la posicion 68, el aminoacido aspartico
(D) aparecié mas frecuentemente entre las muestras cubanas (4 de 9, en las cubanas y
solo en 1 de las 13 alemanas), mientras que en las alemanas esta posicion estuvo

sustituida por residuos no polares, o polares no cargados.

De acuerdo a algunos estudios estructurales de la proteina K1, empleando Acs
monoclonales (Lee y cols., 2000, 2002 y 2003) se describe que las RV1 estan involucradas
en la movilizacion del calcio, por lo que se deben realizar estudios mas profundos de
estos cambios, con el fin de determinar si la movilizacién de calcio pudiera verse afectada

por estos cambios aminoacidicos.
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El hecho de que la sefal de la proteina K1 sea estimulada eficientemente por Acs que
reaccionan con los aminoacidos 98 a 125 de dicha proteina, indican la importancia de la
estructura o conformacion para la funcion de K1 (Lee y cols., 2003). Se ha reportado
previamente que los residuos de cisteina (C) y los sitios de dlicosilacion son dos factores
importantes para mantener la estructura y conformacion de las proteinas, y que un cambio en
estas regiones, con frecuencia afecta la funcion de las mismas (Zong y cols., 1999; Lacoste y
cols., 2000b). En las 15 secuencias completas del gen ORFK1 analizadas, 16 de los 18 residuos
de cisteina se conservaron completamente (datos no mostrados). Ademas, los 8 sitios
potenciales de N (Asparagina) glicosilacion (NxS/T) (S: Serina, T: Treonina) del domino
extracelular de K1 de forma general se mantuvieron conservados (Tabla 9), no obstante,
también se vieron algunas mutaciones puntuales.

Por ejemplo, la mayoria de los subtipos A perdieron un sitio de glicosilacion N en el
aminodacido 43 cambiando la asparagina (N) a acido aspartico (D) (NxS->DxS), mientras
que el genotipo B gand un sitio extra en la posicién 64 cambiando treonina (T) por
asparagina (TxT->NxT) (Tabla 9). Teniendo en cuenta que la mayoria de los residuos de
cisteina y los sitios de glicosilacion se encuentran en las regiones conservadas y los
patrones de glicosilacion son unicos entre cada genotipo y subtipo, la estructura
adecuada pudiera ser un importante factor para la funcion y/o sobrevida del virus. Por
ello, la correlacién entre los subtipos de K1 y los patrones de glicosilacién pudieran
proporcionar informacién importante para esclarecer la patogenia de la infeccion por el
VHHS.

Tabla 9. Sitios potenciales de glicosilacion NxS/T en los diferentes genotipos y subtipos
del de la proteina K1 del VHHS8. 2004.

Posicion aa.
43 53 64 73 123 134 144 150 178
Genotipo/subtipo

A1 (1), A5(1) X X - X X X X X X
A1- A5 (8) - X - X X X X X X
B (4) X X X X X X X X X
c(1) X X - X X X X X X

D (SR) - X - X X - X X X

98



“Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba”

Los numeros estan en correspondencia con las posiciones aminoacidicas en el dominio extracelular de las secuencias K1
para los sitios de predicciéon de glicosilacion. Entre paréntesis, en la primera columna, el niumero de secuencias que
mostraron cada patron de glicosilacion. A1-A5: patron de glicosilacion detectado en 8 secuencias incluidas en todos los
subtipos del genotipo A.

Abreviaturas: N: asparagina; X: sitios potenciales de glicosilacion (NxS/T); —: sitios mutados, donde NxS/T esta ausente;
aa:aminoacido. SR: secuencia de referencia del VHH8 obtenida del GenBank.

Fuente: Laboratorio de ETS, Departamento de Virologia, IPK.

Ademas de los dos residuos de tirosina (Y1 y Y2) en la secuencia terminal ITAM,
algunas variantes de la proteina K1 contienen un residuo adicional a la derecha justo
después de la primera tirosina (Y3) (-Y1Y2SLxooooxxYsTPQ-). Entre las 15 muestras que
logramos secuenciar integramente, hemos encontrado dos variantes de K1 donde la
segunda tirosina (Y2) en la regién de ITAM fue cambiada de -Y Y,SL- a -Y4FSL- y -
Y1HSL-, respectivamente. Debido a que la segunda tirosina tiene una funcion unica en la
transduccion mediada por la sefial de K1 los estudios de estos dos clones pudieran
proveer algunas ideas para la mejor comprension de las funciones de esta proteina
(Anexo lI: listado de aminoacidos con su simbolo correspondiente).

En resumen, se presenta el primer estudio de epidemiologia molecular de VHH8 de
pacientes cubanos y alemanes con SK, asi como de contactos sexuales asintomaticos.
Se encontrd una alta diversidad de genotipos y subtipos entre las muestras cubanas (A1,
A2, A3, A5, B, C2, C3y E), pero sin ninguna relacion con un grupo étnico especifico o con
la progresion de la enfermedad, en contraste las muestras de pacientes alemanes fueron

mucho mas conservadas.

Los datos reportados en este estudio indican que el HASK 6 VHHS8 ha sido diseminado
a Cuba, y probablemente también al Caribe y Suramérica, a partir de diferentes origenes
geograficos (Africa y Europa) después del encuentro de varias culturas, y el genotipo E
pudiera haber estado circulando antes de la colonizacion entre las poblaciones de
aborigenes o podria haberse introducido posteriormente por inmigrantes de Ameérica
Latina. Por otro lado, los genotipos africanos también podrian haberse introducido mas

recientemente desde Africa de la misma forma que ocurrié con el VIH.

IV.4 Determinacién de la carga viral del VHH8 en pacientes con SKy en

contactos sexuales asintomaticos

IV.4.1 Diseno del PCR en Tiempo Real
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Se disefid un PCR en Tiempo Real para determinar carga viral del VHH8, empleando
para ello un juego de oligonucledtidos y sonda que amplifican y detectan la sefal de
amplificacién dentro de una zona conservada del gen ORFK1 (nt 386 al 346) del VHHS.
Las secuencias de los oligonucledtidos y sondas disefiadas en el estudio, fueron
reconocidas por el 100% de las secuencias del gen ORFK1 del VHHS disponibles en el

GenBank, sin compartir homologia con ninguna otra secuencia conocida.

Curva estandar
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Figura 24. Curva estandar obtenida con el control positivo empleado en la estandarizaciéon del
sistema (linea celular BC-3). Diluciones seriadas con base 10 desde 10° hasta 10 copias de ADN
del HASK por reaccion. Las amplificaciones se repitieron tres veces para cada dilucion. La linea
fue obtenida mediante analisis de regresion lineal (R?*= 0.9927).

La habilidad de esta prueba de detectar y cuantificar el ADN del VHH8 en células
humanas fue probado inicialmente mediante la dilucién seriada del ADNg extraido de la
linea celular BC3 (rango desde 25x10° células/uL hasta 0.25 células/uL). Se confecciond
una curva estandar con los valores umbrales obtenidos (CT), contra el logaritmo del
numero de copias (Figura 24). La cuantificacion del VHH8 probo ser lineal en un amplio
rango (desde 10 hasta 10° copias). El porciento de deteccion fue de un 100% cuando el
numero de copias se encontraba por encima de 10, detectandose la sefial de manera
homogénea en las tres réplicas de cada dilucion. El rendimiento de la amplificacion y los
porcientos de deteccién fueron comparables cuando el ADNg de la linea celular BC-3 fue
sometido a la amplificacién del gen de la 8 globina humana (datos no mostrados). Por ello

se considero que la sensibilidad de nuestro ensayo es comparable al obtenido con otros
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ensayos de PCR en Tiempo Real usando como blanco diferentes genes dentro del
HASK (Campbell y cols., 2000; Lallemand y cols., 2000; Campbell y cols., 2003).

IV.4.2 Muestras de pacientes
En este trabajo, se reporta por primera vez a nivel mundial, la deteccion de VHHS8 en

contactos sexuales de pacientes con SK. Las muestras de dichos contactos fueron
analizadas por tres técnicas, una de ellas serologica (IFI anti-LANA, acapite IV.1) y dos
moleculares (PCR anidado del gen ORFK1, acapite IV.3 y PCR en Tiempo Real).

Al analizar las muestras clinicas, 15 de las 22 (68.1%) CMSP de los contactos sexuales
asintomaticos de pacientes con SK, resultaron positivas con la técnica de PCR en
Tiempo Real, de ellas, 13 y 11 resultaron también positivas mediante la deteccion de Acs
anti-LANA y el PCR anidado ORFK1, respectivamente. Sélo dos muestras (C1 y C16)
resultaron positivas unicamente por el PCR en Tiempo Real, ambas con un nimero de
copias muy bajas (~10 copias/ug) por lo que dificimente podria ser detectado por un PCR
convencional. Por otro lado, la muestra C21 tenia una concentraciéon de ADNg muy baja,
detectada por la amplificacion del gen de B globina humana. Sin embargo, el nimero de
copias del VHH8 era de mas de 20 000 copias, debido a ello, probablemente el PCR

anidado tampoco fue capaz de detectarlo, no obstante, este caso presentd Acs al VHHS.

Al comparar la IFI con respecto al PCR en Tiempo Real en una tabla de contingencia,
considerando a la técnica de deteccion de Acs anti-LANA como la técnica de oro para
diagnosticar la infeccion con el VHHS, se obtuvieron los siguientes resultados: S 100%,
E 77%, VPP 86% y VPN 100% (Tabla 10).

Tabla 10. Tabla de contingencia donde se comparan los resultados obtenidos con el PCR en
tiempo Real con el de la IFI anti-LANA de los 22 contactos sexuales asintomaticos de pacientes
con SK. 2004.

IFI Acs anti-LANA

+ -
PCR Tiempo Real + 13 2
- 0 7

Fuente: Laboratorio de ETS. Departamento de Virologia, IPK.
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Mientras que al compararse la técnica de oro con la PCR anidada del gen ORFK1
obtuvimos que la S era de un 84%, la E de un 100%; el VPP de un100% y VPN de un
70% (Tabla 11).

Tabla 11. Tabla de contingencia donde se comparan los resultados obtenidos con el PCR
anidado para el gen ORFK1 con la IFI anti-LANA en los 22 contactos sexuales asintomaticos de
pacientes con SK. 2004.

IFI Acs anti-LANA

+ -
PCR anidado K1 + 11 0
- 2 9

Fuente: Laboratorio de ETS. Departamento de Virologia, IPK.

Muchos métodos de diagndstico molecular empleados en la actualidad en
microbiologia, incluyen la amplificacion bacteriana o viral de acidos nucleicos. La
amplificacién del ADN mediante PCR es extraordinariamente eficiente, ya que incluso un
solo organismo puede ser detectado, producto de ello, existen razones poderosas para
pensar que las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos pueden ser mas sensibles

que los métodos convencionales (Vaneechoutte y Van Eldere, 1997; McAdam, 2000).

Actualmente, existen muchas dificultades al evaluar las nuevas pruebas que se espera
gue sean altamente sensibles. En el caso de HASK, no existe hoy en dia un método
considerado técnica de Oro, no obstante, la deteccion de Acs ya sea por ELISA o por IFI,
son los métodos que mas se han empleado para determinar infeccién por el HASK (Gao
y cols., 1996a). Estas técnicas, bajo las condiciones ideales pueden detectar hasta un
90% de los pacientes infectados. Las pruebas serologicas habitualmente constituyen
métodos mas sensibles que los PCR cualitativos para el diagnostico del VHH8
especialmente en individuos asintomaticos. Sin embargo, con el uso de métodos
cuantitativos como el PCR en Tiempo Real, el porciento de positividad se ha
incrementado notablemente (Dupin y cols., 1997; Purvis y cols., 1997; Campbell y cols.,

2003; Curreli y cals., 2003), obteniendo resultados variables desde mas de un 20 y hasta
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un 100%, dependiendo del método usado y de la poblacién seleccionada para el estudio
(Campbell y cals., 2000; Whitby y cols., 2004).

Las 17 muestras de tejido de lesiones de piel de pacientes con SK fueron detectadas
positivas mediante PCR en Tiempo Real, mientras que ninguna de las CMSP de los
controles negativos (trabajadores de laboratorio) resultd positiva a infeccion con el HASK.
Cuando comparamos la carga viral de VHH8 entre los contactos sexuales asintomaticos
de pacientes con SK con las obtenidas en tejidos de pacientes con SK, se observa
claramente que la carga viral es mucho mayor en tejidos que en CMSP de individuos
asintomaticos (p<0.05) (Figuras 25A y 25B).
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Figuras 25A y 25B. Logaritmo del nimero de copias/ug de ADN del HASK. En tejidos de
pacientes con SK (24A) y en CMSP de individuos contactos sexuales asintomaticos infectados
con el VHHS (24B).

Fuente: Laboratorio de ETS. Departamento de Virologia, IPK

Estos hallazgos coinciden con los resultados de otros estudios, empleando poblaciones
de individuos asintomaticos y pacientes con SK, donde se detectdé que la cantidad de
ADN del VHHS era directamente proporcional al estadio clinico del SK (Campbell y cols.,
2000 y 2003; Boivin y cals., 2002).

En este estudio se compar6 ademas la carga viral de VHHS8 con la carga viral de VIH y
con el conteo de células CD4 en los contactos sexuales asintomaticos de pacientes con
SK. La cifra promedio del conteo de CD4 en los 22 pacientes analizados fue de 459.1
cels/mm?®, mientras que la carga viral de VIH fue indetectable (por debajo de 100
copias/mL) en 11 pacientes y sélo 6 presentaron valores por encima de 1000 copias. El

resto presentaba valores de carga viral de VIH entre 100 y 1000 copias/ mL. Sélo dos de
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los 22 pacientes presentaron conteo de CD4 por debajo de 200 células, y
coincidentemente estos dos pacientes tenian carga viral de VIH por encima de 10000
copias, ademas de elevado numero de copias de VHHS8 (24982 y 545, respectivamente).
Excepto un paciente que tenia 160 copias/mL, todos los pacientes negativos al VHH8
tenian carga viral de VIH no detectable. Cinco casos con niveles no detectables de VIH y
conteo de CD4 alrededor de 500 células mostraron bajo numero de copias del HASK (10
a 100 copias). Al hacer el analisis de correlacion no paramétrica por rangos de
Spearman, encontramos que hubo una relacion estadisticamente significativa entre la
carga viral de VHHS8 y el conteo de CD4 (rango -0.525, p<0.012). Sin embargo a pesar de
que los pacientes con carga viral indetectable al VHH8 también lo fueron al VIH en su
mayoria, al hacer la correlacion entre carga viral a VHH8 y a VIH no encontramos
diferencias significativas (rango 0.293, p>0.05). Estos resultados sugieren que los niveles
de viremia del VHH8 en los contactos sexuales asintomaticos se asocian con otros
marcadores de inmunosupresion en el paciente seropositivo al VIH como es el conteo de
células CD4. Resultados similares se han encontrado en estudios de pacientes con SK,
en los que se ha reportado asociacion entre estos marcadores y el estadio en que se
encuentra el SK (Tedeschi y cols., 2001). Por otra parte, Renwick y colaboradores,
plantean que entre los pacientes seropositivos al VIH el riesgo para desarrollar SK
depende del conteo de CD4 mas que de la carga viral de VIH (Renwick y cols., 1998;
Moore y Chang, 2001). La Tabla 12 muestra los resultados expuestos.

Tabla 12. Comparacién de la carga viral al VHH8 con el conteo de CD4 y con la carga
viral de VIH en los pacientes cubanos contactos sexuales de pacientes con SK. 2004.

Carga Viral Conteo CD4 (célula/mm?) Carga viral de VIH (copias/ ml)

VHHS8
copias/ pg <200 >200 <100 100-1000 >1000
<10

(7 pacientes) 0 7 6 1 0
10-100

(13 pacientes) 0 13 S 4 4

100-1_ 000 1 0 0 0 0

(1 paciente)

>1000

(1 paciente) 1 0 0 0 2

P<0.012 al realizar andlisis de correlacion por rangos de Spearman entre Carga viral a VHH8 y conteo de células CD4.

Fuente: Laboratorio de ETS. Departamento de Virologia, IPK.
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Todos estos resultados muestran que el PCR en Tiempo Real pudiera representar una
técnica muy efectiva para el diagnéstico temprano de infeccion con el VHHS8 en pacientes
gue se encuentran en riesgo de desarrollar SK, y por otro lado podria servir como un
indicador para comenzar la terapia antirretroviral combinada, aun antes de la aparicién de
las lesiones del SK, asi como una prueba util en el monitoreo de las respuesta a las

terapias usadas para tratar el SK.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

1. El estudio de seroprevalencia al VHH8 mostré que la infeccidon por este virus es
frecuente en individuos que viven con VIH, no asi en la poblacion de individuos

seronegativos al VIH estudiada.

2.Basados en los elevados porcientos de infeccion con el VHHS8, detectados al
estudiar los contactos sexuales de pacientes con SK, podemos afirmar que el
VHHS8 es transmitido por contacto sexual, aunque el contacto a través de la saliva

podria constituir otra de las vias de transmision.

3. Las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas del SK en los pacientes
cubanos mantienen un patrén similar al reportado mundialmente para el SK
epidémico.

4.La caracterizacion molecular de las secuencias del VHH8, demostr6é una alta
diversidad de genotipos y subtipos entre las muestras cubanas, asi como de
deleciones/inserciones, pero sin ninguna relaciéon con un grupo étnico especifico o

con la progresion de la enfermedad.

5.La presencia de genotipos europeos, americanos y africanos entre las
secuencias cubanas del VHH8 nos permite sugerir que el HASK 6 VHH8 ha sido

diseminado a Cuba, a partir de diferentes origenes geograficos.

6.El PCR en Tiempo Real para el VHH8 mostré una alta sensibilidad como
método para medir carga viral, por lo que representa una técnica muy efectiva
para el diagndstico temprano de infeccion con el VHHS, y para el seguimiento de

pacientes.

7.La carga viral del VHH8 en pacientes infectados de manera asintomatica es
menor a la que aparece en el tejido de aquellos con SK, guardando relacién con

marcadores de inmunosupresion del individuo.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

e Hacer estudios serolégicos en grupos mas amplios de poblacién cubana,

incluyendo diferentes rangos de edades y diferentes grupos de riesgos.

e Profundizar en la caracterizacion molecular del VHH8 de pacientes cubanos,

empleando otro gen variable (gen K15).

e Estudiar desde el punto de vista funcional si existe diferencias entre los

diferentes genotipos y subtipos detectados y la eficiencia de infeccion in vitro.

e Hacer estudios mas amplios de carga viral, asi como evolucionar la carga viral
VHH8 en aquellos individuos que se detecten infectados y los que se encuentren

bajo tratamiento.

e Detectar la presencia de VHH8 en otros fluidos corporales (saliva, secreciones
cervicales, semen) en pacientes con SK y en individuos asintomaticos y cuantificar

la carga viral en dichos fluidos.
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