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SINTESIS

Para evaluar el comportamiento de la infecciéon por Herpesvirus (HVs) en algunas
patologias que producen en individuos cubanos seropositivos al VIH-1 se estudiaron
241 pacientes con Sindrome Neurologico Infeccioso (SNI), 49 con Sarcoma de
Kaposi (SK) epidémico (SK-SIDA), 22 contactos sin SK, 49 con Sindrome Adénico
(SA) y 46 con enfermedades asociadas al HVH-8. Se empledé PCR anidada multiple
de HVs y PCR en tiempo real (QRT-PCR) de HVs linfotropos para amplificar su
genoma en diferentes muestras clinicas. El subtipo del HVH-8 se determiné mediante
secuenciacion nucleotidica del gen K1. El 10.4 % del SNI fue de etiologia herpesuviral,
los HVs mas frecuentes fueron el CMVh (44 %), el VEB (28 %) y las coinfecciones
(16 %). El 98 y el 72.7 % de los SK-SIDA y contactos, respectivamente, estaban
infectados con el HVH-8, detectandose su ADN en diferentes fluidos y células. La CV
del VEB >1000 copias en ganglio linfatico (GL) se asoci6 con el linfoma de Hodgkin
(p=0.0295) y el ADN del HVH-8 en GL con el SK (p=0.0030). No se encontrd
asociacion entre CV y subtipos del HVH-8 en el tejido (p>0.05). Los resultados
obtenidos resaltan la participacion de los HVs en algunas patologias de pacientes

cubanos VIH, tanto de evoluciéon aguda como en procesos tumorales.



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

| A
Acs: anticuerpos
ADN: &cido desoxirbonucleico
ADNg: acido desoxirbonucleico genémico
ADNp: acido desoxirbonucleico plasmidico
Ag: antigenos
C

CD: conjuntos de diferenciacion especificos, del inglés Cluster of differentiation
CMSP: células mononucleares de sangre periférica

CMVh: Citomegalovirus humano

Cp: punto de corte, del inglés crossing point

CV: carga viral

\ D

DO: densidad 6ptica

| E

EBERs: ARN codificados por el VEB, del inglés Epstein-Barr virus-encoded RNA
EBNA: Ag nuclear del Epstein Barr, del inglés Epstein Barr nuclear antigen

ELISAs: ensayos inmunoenzimaticos, del inglés Enzyme-linked immunosorbent assay
EMC: enfermedad multicéntrica de Castleman

EO: enfermedad oportunista

ES: exantema subito

EUA: Estados Unidos de América

\ G

gp: glicoproteinas

H

HC: historia clinica

HLTV: hipertrofia linfoide y transformacion vascular
HM: homosexuales

HSH: hombres que tienen sexo con hombres

HT: heterosexual

HVH-6: Herpesvirus humano-6

HVH-7: Herpesvirus humano 7

HVH-8: Herpesvirus humano 8

HVs: Herpesvirus

IB: Inmunoblastica

ICTV: Comité internacional de Taxonomia de virus, del inglés International Committee on the
Taxonomy of Viruses

IE: inmediatas tempranas, del ingle Immediate-early

IFI: inmunofluorescencia indirecta

IHQ: inmunohistoquimica

INOR: Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia

IPK: Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"

IRIS: Sindrome Inflamatorio por Inmunoreconstitucion, del inglés Immune reconstitution
inflammatory sindrome

ITS: infecciones de transmision sexual

JCV: virus JC, del inglés JC virus
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LANA: Ags de fase latente del VEB, del inglés Latency-Associated Nuclear Antigen
late-EPCs: células progenitoras endoteliales de estadios tardios, del inglés Late endothelial
progenitor cells
LCR: liquido cefalorraquideo
LEP: linfoma de efusion primario
LG: linfadenitis granulomatosa
LH: linfomas de Hodgkin
LMP: proteina latente de membrana, del inglés latent membrane protein
LNH: linfomas no Hodgkin
LR: linfadenitis reactiva
| M |
MGB: ligando del surco menor, del inglés Minor Groove Binder
MI: mononucleosis infecciosa
| N |
ndt: no detectable
‘ NK: células asesinas naturales, del inglés natural Killer ‘
O
ORF: marco de lectura abierta, del inglés open reading frame
| P |
pb: pares de bases
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction
‘ PrV: Virus de la Pseudorabia porcina, del inglés Porcine pseudorabies herpesvirus ‘
Q
gRT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, del inglés guantitative real
‘ time polymerase chain reaction ‘
S
SDMM: Método de la Derivacién Secundaria Maxima, del inglés Second Derivative Maximum
Method
SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
SK: Sarcoma de Kaposi
SK-SIDA: Sarcoma de Kaposi asociado a SIDA o epidémico
SNI: Sindrome Neurol6gico Infeccioso

| T |
TARVAE: terapia antirretroviral altamente efectiva

| y |
UV: ultravioleta

| v |

VCA: Ag de la capside viral, del inglés viral capsid antigen
VEB: virus de Epstein Barr

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VHS: virus del herpes simple

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VVZ: virus de la varicela zoster
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l. INTRODUCCION

l.1. Antecedentes

Hasta el momento, se han identificado ocho miembros de la familia Herpesviridae que infectan al
humano, ellos son: Virus del Herpes simple 1 (VHS-1) y 2 (VHS-2), Citomegalovirus humano
(CMVh), Virus de la Varicela Zoster (VVZ), Virus del Epstein Barr (VEB), Herpesvirus humano 6
(HVH-6), 7 (HVH-7) y 8 (HVH-8) (1). Dentro de esta familia, a excepcion del VHS y el VVZ el resto
de los agentes son capaces de infectar a los linfocitos, por lo que se reconocen como Herpesvirus
(HVs) linfotropos (2). Todos los HVs establecen una infeccién latente en el hospedero que infectan
y su genoma retiene la capacidad de replicarse durante las reactivaciones. Se encuentran
ampliamente distribuidos a nivel mundial y pueden transmitirse a través de la saliva de individuos
infectados, incluso en ausencia de sintomas clinicos (3-5). A pesar de que la infeccion primaria por
estos agentes ocurre en los primeros afios de vida de forma asintomatica, son capaces de
producir un amplio espectro de patologias en individuos inmunocomprometidos, especificamente
en aquellos seropositivos al VIH-1 (1).

El prondstico de vida de pacientes seropositivos al VIH-1 cambié a partir de 1996 cuando se
introdujo la terapia antirretroviral altamente efectiva (TARVAE) en su manejo. Gracias a la
TARVAE el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se ha convertido en una
enfermedad cronica tratable. Con la terapia se logré disminuir el nimero de muertes relacionadas
al SIDA (2.1 millones en 2004 a 1.8 millones en 2009) y la incidencia de las Enfermedades
Oportunistas (EO), incluso con cambios en su curso clinico. En la era post-TARVAE, el tiempo de
sobrevida de los pacientes se incrementa a 10 afios 0 mas de haber marcado SIDA por EO. Esta
cifra contrasta con los dos afios que sobrevivia el paciente tras el diagnéstico de la EO antes de
1996. El resultado de estos avances se traduce en el aumento del nimero de personas que
actualmente viven con VIH a nivel mundial, en los que el SIDA aln representa una amenaza (6).
En ellos, los HVs son patdégenos oportunistas que se involucran en la progresion hacia la
inmunodepresion y entre las enfermedades que producen se pueden citar: el Sindrome



Neurologico Infeccioso (SNI) y el Sindrome Adénico. Aln mas, se reconoce el papel del VEB y del
HVH-8 en la génesis de varios procesos tumorales asociados al SIDA (7).

La enfermedad neuroldgica constituye la primera manifestacion del SIDA entre el 10% y 20% de
la infeccion sintomatica por VIH (8), entre sus causas se encuentra el SNI producido por HVs (9).
Lamentablemente no se han identificado los parametros clinicos, imagenoldgicos o del laboratorio
clinico que permitan llegar al diagnéstico etioldgico del SNI. Lo mismo sucede con el Sindrome
Adénico que aparece en este grupo poblacional, en los que el médico de asistencia se ve
obligado a indicar varios complementarios para llegar al diagnéstico etioldgico. Se conoce que el
listado de patologias que pueden producirlo es amplio (10) y en ocasiones puede seguir un curso
benigno. No obstante, en otros pacientes, la causa del Sindrome es un proceso linfoproliferativo
(11-14). Entonces, la conducta y el tratamiento serian completamente diferentes. Se estima que
varios patdégenos pueden producirlo (15, 16) pero ain no se ha determinado la frecuencia con
que participan los HVs linfotropos.

Se plantea que entre el 15 y 20% de todas las neoplasias en humanos se asocian con una
infeccion viral y entre los HVs se reconoce el potencial oncogénico del HVH-8 y del VEB (17). Se
acepta que el HVH-8 es el agente causal de las cuatro variantes clinico-epidemiologicas del
Sarcoma de Kaposi (SK) (clasico, endémico, iatrogénico y epidémico), del Linfoma de Efusion
Primario (LEP) y de la Enfermedad Multicéntrica de Castleman (EMC) (18). Hasta el momento no
se ha identificado categéricamente su modo de transmision. No obstante, a pesar de que algunos
autores plantean que éste posee un patron de transmision mayoritariamente sexual (19-21), las
evidencias actuales resaltan el papel de la saliva y el contacto oral en su transmision (22-24).
Asimismo, se acepta la participacion del VEB en la génesis de los linfomas de células B [linfomas
no Hodgkin (LNH), linfomas de Hodgkin (LH), etc.] principalmente en pacientes seropositivos al
VIH-1, cuya forma de presentacion pudiera ser un Sindrome Adénico (25). En general, se plantea
gue la infeccion viral per se no es suficiente para el desarrollo del cancer, lo que ha obligado a
identificar los factores, desconocidos adn, que inciden en la oncogénesis que estos dos agentes
inducen (26).

Debido al amplio espectro de patologias que producen los HVs en el individuo seropositivo al VIH
adquiere mayor relevancia su identificacion rapida, especifica y certera. El diagnéstico virologico
se ha favorecido con los avances alcanzados en la biologia molecular. La reaccion en cadena de

la polimerasa a punto final (PCR siglas del inglés polymerase chain reaction) permite identificar

fragmentos del genoma del agente infeccioso en menos de 24 hrs en diferentes muestras

clinicas. Con ello se favorece el inicio de la terapéutica oportuna en pacientes afectados (27).



Hasta el momento se han disefiado protocolos de PCR sensibles y especificos que permiten
detectar simultineamente en un mismo tubo de reaccién a varios agentes relacionados con
Sindromes clinicos (28, 29). Estas herramientas constituyen actualmente la técnica de oro en el
estudio del SNI y han reemplazado algunos métodos invasivos que con frecuencia ponian en
peligro la vida del paciente (e.g biopsia cerebral) (30).

Mediante la determinacion del nimero de copias de genoma viral a través de ensayos de PCR en

tiempo real (QRT-PCR siglas del inglés guantitative real time polymerase chain reaction) se

favorecio el diagnéstico de la infeccion por HVs. Estos ensayos han facilitado la interpretacion de
los mecanismos patogénicos de su infeccion, asi como el monitoreo de la respuesta terapéutica.
Constituyen sistemas validos para el diagnéstico de la infeccion activa, en especial, si se realiza
en fluidos organicos y tejidos afectados (31). Por tanto, la carga viral (CV) es un marcador esencial
en el estudio de la infeccion por HVs, que contrasta con el escaso significado clinico que tiene la
deteccion de anticuerpos (Acs) especificos en la caracterizacion de la infeccion por patbgenos
latentes (32, 33). La interpretacion de los marcadores serologicos en individuos seropositivos al
VIH-1 es compleja debido a la disminucion o supresion de la respuesta inmune humoral que
induce la infeccién por el VIH (34).

Cuba exhibe la menor prevalencia de infeccion por VIH en el continente Americano (0.1%) y su
epidemia se considera una de las menores del mundo (6). El tratamiento con antirretrovirales se
introdujo en el afio 2001 de forma gradual a partir de medicamentos genéricos de produccién
nacional (35). Con ello se favorecio la disminucion de la mortalidad y el incremento en la
expectativa de vida del paciente cubano seropositivo al VIH-1. Sin embargo, no se ha logrado
reducir de forma significativa el nimero de diagnosticos de SK-SIDA, observandose incluso un
discreto incremento en el diagnostico de procesos linfoproliferativos [Datos del Departamento de
Anatomia Patoldgica del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK)].

El laboratorio de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) del Departamento de Virologia del IPK
es el Unico centro en Cuba gque se encarga del diagndstico microbioldgico de la infeccion por HVs.
En dicho laboratorio también se desarrollan investigaciones sobre la participacion de estos
agentes en patologias asociadas a estados de inmunodepresion. Asi se pudo identificar que el
numero de muestras de liquidos cefalorraquideos (LCR) de pacientes seropositivos al VIH-1 con
sospecha de SNI por HVs que se recibian en el Laboratorio de ITS del IPK no se redujo tras la
introduccion de la TARVAE en Cuba. Por otra parte, en estudios previos de Kouri y colaboradores
se involucrd la participacion de varios subtipos del HVH-8 en la génesis del SK-SIDA,

comprobandose que dicho agente es capaz de establecer una infeccion asintomatica en



contactos sexuales de esos pacientes (36-38). Sin embargo, se desconoce si existe relacion entre
el subtipo viral y la CV del HVH-8 en el tejido; incluso si es posible que este agente sea capaz de
producir una infeccién sistémica en el hospedero. Por otra parte, se reconocié que la frecuencia
de participacion de los HVs linfotropos en el Sindrome Adénico no se habia determinado, como
tampoco se conocia el rol del VEB en los procesos linfoproliferativos que se diagnostican en
individuos cubanos seropositivos al VIH.

Teniendo en cuenta los datos enunciados anteriormente, surgieron diferentes preguntas
cientificas a las que se intentd dar respuesta. En este sentido se cuestiond: ¢cudl es el
comportamiento clinico, epidemiolégico y virologico del SNI de etiologia herpesviral en pacientes
cubanos seropositivos al VIH-1 tras la introduccién de la TARVAE en Cuba?; ¢cual es la
frecuencia de deteccion del HVH-8 y el valor de su CV en diferentes fluidos y células de pacientes
con SK-SIDAYY sus contactos?; ¢,cual es la utilidad de la CV de HVs linfotropos en ganglio linfatico
y saliva para el diagnostico diferencial del Sindrome Adénico en individuos seropositivos al VIH-
1?, y por dltimo, ¢cudl es la asociacion entre el subtipo del HVH-8 y su CV en el tejido con el
desarrollo de las enfermedades que este agente induce en individuos seropositivos al VIH-1?. Las
preguntas de investigacion enunciadas llevaron al planteamiento de hipotesis cientificas que se
enumeran a continuacion:

1. Los HVs constituyen una causa importante de SNI en pacientes cubanos seropositivos al VIH-
1 tras la introduccion de la TARVAE en Cuba.

2. EIHVH-8 produce una infeccion sistémica en diferentes fluidos y células a través de los que es
capaz de transmitirse a un individuo susceptible.

3. La CV de HVs linfotropos en el ganglio linfatico y saliva constituye un marcador de infeccion
activa en individuos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico.

4. Elsubtipo y la CV del HVH-8 constituyen marcadores virales que influyen en el desarrollo de las
enfermedades que este agente induce en individuos seropositivos al VIH-1.

1.2. Objetivos

Una vez elaboradas las hipétesis de investigacion y con vistas a evaluar la veracidad de las
mismas se planted como objetivo general:

e Evaluar el comportamiento de la infeccién por HVs en algunas de las patologias que producen
en individuos seropositivos al VIH-1 en la era post-TARVAE en Cuba.

Para dar cumplimiento a este objetivo, se llevaron a cabo cuatro investigaciones de corte

transversal que se corresponden con las hipétesis planteadas. Es por ello que cada hipétesis



cientifica que se evalla en el presente estudio constituye una tarea de investigacion en las que se
trazaron los siguientes objetivos especificos:

Infeccidn por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con SNI

1. Determinar la frecuencia de infeccion por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con
SNI.

2. Identificar la posible relacion de la infeccion por HVs en el SNC con el comportamiento clinico y
epidemioldgico del SNI de individuos seropositivos al VIH-1.

Infeccion por HVH-8 en pacientes con SK-SIDA y sus contactos.

1. Determinar la frecuencia de infeccion del HVH-8 y CV en diferentes muestras clinicas de
pacientes con SK-SIDAYy sus contactos.

2. Identificar la posible relacion de la CV del HVH8 en individuos con SK-SIDAY sus contactos, con
las variables clinico, epidemiologicas e histopatologicas.

Infeccion por HVs linfotropos en pacientes seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico
1. Determinar la prevalencia de Acs contra VEB, CMV y HVH-6 en pacientes seropositivos al VIH-1

con diagnéstico de Sindrome Adénico.

2. Determinar la CV de HVs linfotropos en el ganglio linfatico y la saliva en el manejo del Sindrome
Adénico de pacientes seropositivos al VIH-1.

3. Evaluar la relacién entre la CV de los HVs linfotropos con el comportamiento clinico,
epidemiologico e histopatologico del Sindrome Adénico de individuos seropositivos al VIH-1.

Caracterizacion molecular del HVH-8 en pacientes con algunas enfermedades asociadas
con este agente
1. Determinar la CV y los subtipos del HVH-8 en diferentes muestras clinicas de pacientes

seropositivos al VIH-1 con enfermedades asociadas con este agente.
2. Identificar la posible relacion entre la CV 'y el subtipo del HVH-8 con el comportamiento clinico,

epidemiologico e histopatolégico.



Il. MARCO TEORICO

II.1. Distribucion en la naturaleza

Los HVs se encuentran ampliamente diseminados en la naturaleza. La mayoria de las especies
animales poseen al menos uno o varios de estos agentes que los infectan. Su nimero sobrepasa
los 170 agentes. Generalmente, son virus especie especificos que no se transmiten de forma
natural a hospederos de otras especies. No obstante, se reconoce que la transmision de HVs de
otras especies al humano puede ocurrir de forma ocasional, en escenarios en los interactia el
hombre con animales (granjas, zooldgicos, mascotas) (1).

I.2. Propiedades Biologicas

La mayoria de los HVs descubiertos hasta el momento comparten varias propiedades biologicas
(39), entre ellas se pueden citar:

1. Requieren de un grupo de enzimas para el metabolismo de los acidos nucleicos (e.g., timidina
kinasa, timidilato sintetasa, dUTPasa, ribonucledtido reductasa); la sintesis del &acido
desoxirbonucleico (ADN) (e.g., ADN polimerasa, helicasa, primasa) y el procesamiento de las
proteinas (e.g., Proteina kinasa). El nUmero exacto de dichas enzimas puede variar entre los HVs.
2. La sintesis del ADN viral y el ensamblaje de la cdpside del virion ocurren en el nlcleo de la
célula diana.

3. La liberacion de particulas virales infecciosas conduce invariablemente a la destruccion de la
célula infectada.

4. Todos los HVs son capaces de establecer una infeccion latente en sus hospederos naturales.
Durante la latencia viral el genoma del virus se circulariza en el nicleo de las células infectadas y
en ella slo se expresa un numero limitado de genes virales. Por el contrario, en la infeccion
crénica si se obtiene progenie infecciosa viral. Los mecanismos moleculares que conllevan a la
reactivacion del estado latente no se han dilucidado, pero pueden variar entre los HVs.

I.3. Nomenclaturay clasificacion

Los integrantes de la familia Herpesviridae fueron clasificados inicialmente por el Comité

Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV siglas del inglés International Committee on the
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Taxonomy of Viruses) en tres subfamilias, teniendo en cuenta las propiedades biologicas, las

caracteristicas de su replicacion y tropismo. Asi se reconocen las subfamilias: Alfaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae (40, 41). Esta clasificacion se implementé mucho antes
de gque se conaciera la secuencia nucleotidica del genoma de cada HVs. EI ICTV ha propuesto
que los HVs se designen con un nimero arabigo seriado que ira antecedido por la familia (en la
mayoria de los casos) o la subfamilia (para primates y algunos animales) de su hospedero natural
(e.g., Herpesvirus Humano 7, Herpesvirus félidos 1) (1).

1.3.1. Alfaherpesvirinae

Los miembros de esta subfamilia se agrupan en base al rango hospedero variable, el ciclo
reproductivo relativamente corto, la rapida propagacion en culivo de células, la eficiente
destruccion de las células infectadas y por su capacidad para establecer la infeccién latente en
ganglios sensoriales (aungue no es el sitio exclusivo) (42). Contiene el género Simplexvirus (VHS-
1) y Varicelovirus (VWWZ).

1.3.2. Betaherpesvirinae

Una caracteristica que no es exclusiva de los miembros de esta subfamilia es el rango hospedero
restringido. El ciclo reproductivo de sus miembros tarda mucho y la infeccion progresa de manera
lenta en el cultivo. Las células infectadas se agrandan (Citomegalia) y se establece la persistencia
en el cultivo. Los HVs que la integran pueden mantenerse en estado latente en las glandulas
secretorias, células linforeticulares, rifiones y otros tejidos (43). Esta subfamilia contiene los
géneros Citomegalovirus (CMVh) y Roseolovirus (HVH-6 y HVH-7).

1.3.3. Gammaherpesvirinae

El rango hospedero experimental de los miembros de esta subfamilia se limita a la familia o al
orden al que pertenece el hospedero natural. Todos sus miembros se replican in vitro en células
linfoblastoides y algunos pueden causar infeccion litica en algunos tipos de células epiteliales o
fibroblasticas. Los virus en este grupo tienen tropismo especifico por los linfocitos T 6 B, por lo que
su estado latente se puede demostrar en el tejido linfoide (44). Esta subfamilia contiene dos
géneros: Linfocriptovirus y Radinovirus, cada género posee un miembro gue infecta a humanos,
el VEB y el HVH-8; respectivamente.

I.4. Estructura del virion

La morfologia del viridn fue uno de los criterios iniciales que se tuvo en cuenta para incluir a un
agente en la familia Herpesviridae. Los viriones son esféricos y compuestos por cuatro
componentes principales: el nlcleo o core, la capside, el tegumento y la envoltura. La envoltura

lipidica rodea la capside viral, por lo que se reconoce que son virus envueltos. Mediante



microscopia electronica se demostrd que dicha envoltura tiene una apariencia trilaminar (45) y
deriva de pequefios parches de la membrana de la célula diana en la que se expresan las
glicoproteinas (gp) virales (46-48). Dichas gp ademas de ser numerosas y pequefias, protruyen
en la superficie del virion y son de nimero variable (49). Los viriones poseen una talla que oscila
entre 120 y 300nm (50) (Figura Il.1).
ENVOIURA!
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Figura Il. 1. Representacion esquemdtica de la estructura de los HVs

El tegumento se distribuye de forma asimétrica por debajo de la envoltura, rodeando la capside
viral. Su grosor puede variar en dependencia de la ubicacion del virion en la célula infectada (51) y
es el responsable de las variaciones en la talla de los integrantes de la familia. Su estructura ha
sido pobremente definida, aunque se estima que contiene quizas treinta 0 mas tipos de proteinas
virales. La composicién proteica del tegumento y de la envoltura varia ampliamente entre los
integrantes de la familia (52).

Las caracteristicas de la capside son comunes a todos los HVs, posee una simetria icosaédrica y
rodea al nucleo o core (53). La misma tiene un diametro externo entre 125 y 130 nm. Esta
formada por 162 capsdmeros, 12 de ellos son pentonas y 150 hexonas, cada una contiene cinco
y seis copias, respectivamente, de las proteinas de la capside (54). El core del virus envuelve el
genoma viral en forma de carrete en un estado liquido cristalino (55). Con el objetivo de plegarse
dentro de la cipside no contiene proteinas extremadamente basicas que le permitan neutralizar
las cargas negativas del ADN viral. Sin embargo, lo protege de la accién de detergentes no
iGnicos y de la urea (56).

El genoma esta compuesto por una doble cadena de ADN lineal, que se circulariza en cuanto se
libera por la capside viral dirigiéndose hacia el nicleo de la célula que infecta. Su talla varia entre
120 y 250 kilobases (kb) (57, 58). En él se han identificado algunos genes que bloguean los
mecanismos de defensas del hospedero ante la infeccion, llegando incluso a favorecer el

establecimiento de la latencia. Los genes involucrados en la replicacion viral codifican proteinas



necesarias para la entrada del virus en el interior de la célula, la regulacion de la expresion génica,
el metabolismo nucleotidico, la sintesis del ADN viral y de proteinas estructurales y por Ultimo para
el ensamblaje del virion. Los genes regulatorios se adaptan a los requerimientos especificos del
tipo celular que el virus infecta in vivo (59).

IL.5. Latencia

La latencia es una estrategia replicativa de algunos patdgenos que les permite evadir la accion de
la respuesta inmune del hospedero. Durante esta etapa del ciclo replicativo viral no se obtiene
progenie infecciosa y solo se expresan algunas proteinas relacionadas con la latencia. Todos los
HVs que se han identificado hasta el momento establecen su infeccion latente en una poblacion
especifica de células. En términos generales, los tipos celulares en los que los HVs realizan la
latencia son: la neurona para los Alfaherpesvirus, el linaje monocitario para los Betaherpesvirus y
los linfocitos para los Gammaherpesvirus (60). EI mecanismo de la latencia difiere de un virus a
otro. A pesar de que la latencia es la piedra angular de la biologia de los HVs, no existe ni una
estrategia general ni tampoco un componente genético comun para establecer, mantener o
finalizar esta etapa del ciclo de vida. El genoma latente del VHS, del VVZ y del VEB se mantiene
de forma extra-cromosomica (61, 62), aungue también se han identificado algunas copias del
genoma del VEB integrados al genoma celular (63, 64).

Mientras que algunos miembros de un género de HVs codifican varias proteinas que se expresan
durante el estado latente (e.g. VEB), otros no requieren en lo absoluto de la expresion del genoma
viral en este periodo (e.g. VHS) (60). Un punto de debate actual es hasta qué punto el genoma de
estos agentes se mantiene quiescente o si existe cierto grado de expresion génica viral. Los datos
gue se han recopilado hasta el momento apuntan hacia la expresién de un namero limitado de
genes virales.

En las lineas celulares inmortalizadas por el VEB se expresan hasta nueve genes virales y las
proteinas que codifican se expresan en la superficie de las células infectadas o dentro de su
nucleo. Sin embargo, in vivo solo dos de estos genes se expresan en los linfocitos latentemente
infectados. Durante esta etapa del ciclo de vida de los HVs, el andlisis de la expresion génica
sugiere que en la naturaleza estos genes son predominantemente regulatorios. Ellos entonces
serian los responsables de mantener el virus en estado latente o por el contrario activar un ciclo
litico para iniciar la reactivacion viral (65).

I.6. Tropismo

Se considera gque los HVs son agentes que se han adaptado muy bien a sus hospederos, solo

producen sintomas severos en individuos muy jovenes o inmunosuprimidos. La mayoria



establece una infeccion sistémica asociados a células, aungque en algunos de los miembros del
género Simplexvirus su infeccion se limita al epitelio del sitio de inoculacion y a las neuronas
sensoriales gque lo inervan. El rango de células y organismos hospederos que pueden infectar los
HVs es variable, desde muy amplio (VHS) a otros mas estrechos (VEB); depende de la
disponibilidad de los receptores. Poco se conoce sobre los factores celulares especificos que
hacen factible la replicacion de estos agentes en sus hospederos (66).

I.7. Regulacion de la expresion de genes en lareplicacion de los HVs

Los genes de los HVs pertenecen a varias clases de genes regulatorios, y mientras mas se
estudian, mucho mas complejo parece ser el sistema que regula su expresion. Durante la
infeccion productiva se plantea que la expresion génica actia en forma de cascada regulatoria.
Sus caracteristicas basicas son comunes a todos los miembros de la familia (59). Hasta el
momento se han agrupado en:

¢ Genes o inmediatos tempranos (IE siglas del inglés Immediate-early): que no requieren de la

sintesis de proteinas virales para su expresion.

e Genes B tempranos (E siglas del inglés Early genes): su expresion es totalmente
independiente de la sintesis del ADN.

e Genesytardios (L sigla del inglés Late genes): se han identificado dos clases, los parcialmente
tardios y-1 cuya expresion incrementa con el inicio de la sintesis del ADN vy los verdaderamente
tardios y-2 cuya expresion depende de la sintesis del ADN viral.

La replicacion de los HVs es un proceso de multiples pasos cuidadosamente regulado (67).
Inmediatamente después de haberse producido la infeccion del hospedero, comienzan a
transcribirse los genes IE. Las proteinas codificadas por estos genes regulan su propia sintesis y a
su vez estimulan la replicacion del segundo grupo de genes (). En algunos HVs las proteinas del
tegumento inducen la sintesis de los transcriptos IE. Las proteinas IE apoyan la replicacion del
genoma viral; de ellas, la timidina quinasa viral y la ADN polimerasa son las que mejor se han
caracterizado hasta el momento (1).

Todos los HVs poseen secuencias terminales repetitivas en los extremos del genoma que le
permiten circularizarse como una sefial para el inicio de su replicacion. Las moléculas de ADN
hijas se generan de forma continua a través de un mecanismo de circulo rodante que tiene lugar
en las moléculas parentales (68). Las nuevas hebras de ADN se cortan en secuencias
especificas de la regién terminal y posteriormente, se empaquetan en las nucleocapsides

producidas de novo. Los productos de los genes tardios se expresan durante la replicacion del

10



ADN viral. Dichos productos se incorporan o ayudan al ensamblaje de los viriones en el nicleo de
la célula infectada. Las nuevas particulas salen de la célula hospedera e inmediatamente infectan
las células susceptibles contiguas (54).

Los HVs son capaces de alterar el microambiente celular para adecuarlo a sus necesidades.
Estas alteraciones incluyen la culminacion o estimulacion de la sintesis macromolecular del
hospedero, con lo que se induce o inhibe la replicacion del ADN celular o la inmortalizacién de la
célula (69). En sistemas experimentales se comprob6 que los HVs tienen genes que pueden
transformar a la célula diana durante su infeccion. Sin embargo, sélo algunos agentes inducen la
transformacion e inmortalizacion in vivo como parte integrada de su ciclo de vida (70).

El microambiente en el que se replican los HVs es hostil inclusive para el mismo virus pues ellos
pueden inhibir la respuesta tanto a nivel celular como la del organismo como un todo. Los HVs
pueden bloguear la apoptosis celular y la via del interferon (IFN). Mientras que a nivel de
organismo la respuesta es variable y depende en parte de la célula diana (71). El rango de la
respuesta varia desde el bloqueo de la presentacion de antigenos (Ags) peptidicos en la
superficie de las células presentadoras hasta el mimetismo molecular por el que algunas de las
proteinas virales funcionan como inmunomoduladoras (72).

Una consecuencia comun de este proceso es el retraso en la eliminacion de la célula infectada, el
tiempo suficiente como para que el virus se replique, colonice al hospedero y se transmita a otro
individuo no inmune. El rango de genes que han evolucionado con este fin varia de un género a
otro, incluso con una conservacion limitada entre los miembros de una misma subfamilia (73). La
diversidad de este tipo de estrategias testimonia la complejidad de los mecanismos de defensa
del hospedero, asi como de las acciones del virus para poder adaptarse. Los HVs permiten que la
célula que infecta sobreviva por la necesidad de perpetuarse en la naturaleza, de lo contrario, si su
hospedero muere €l termina desapareciendo.

11.8. Epidemiologiay transmision

Como los HVs son virus envueltos no pueden sobrevivir en el ambiente por periodos prolongados
(54). Por tanto, para que se puedan transmitir requieren ser inoculados directamente a partir de
algun fluido organico o célula de una persona infectada en el tejido de otro hospedero susceptible
(74, 75). Las posibles puertas de entrada de estos agentes incluyen: la mucosa de la cavidad oral,
ocular, genital y anal, el tracto respiratorio, la via hematdgena y trasplacentaria (76). Los HVs no
son capaces de penetrar de manera eficiente por el epitelio queratinizado. La forma mas
frecuente que tienen para transmitirse es mediante la excrecion asintomatica de particulas virales

por individuos infectados. No obstante, también se pueden transmitir durante la infeccion primaria
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0 en el curso de una reactivacion sintomatica. En los individuos seropositivos al HVH-7 y al VEB
se ha reportado que la frecuencia de excrecidn asintomatica oscila entre el 15 y el 80%,
respectivamente (77, 78).

Antes se pensaba que el VHS-1 y el VHS-2 se transmitian por rutas diferentes a traves de varias
zonas del cuerpo. Ahora se reconoce que existe solapamiento en la epidemiologia de su infeccion
y en las manifestaciones clinicas que producen. Se transmiten a través del contacto estrecho de
un individuo susceptible con otro infectado que excreta el virus. No se ha identificado variacion en
la incidencia de su infeccion aunque la distribucion geografica, el estatus socioeconémico y la
edad se reconocen como factores que influyen en su adquisicion (79). En los paises en vias de
desarrollo, la seroconversion ocurre en etapas tempranas de la vida con diferencias en su
frecuencia (80). Sin embargo, la infeccion primaria por el VVZ se inicia por la inhalacién de
particulas virales presentes en secreciones respiratorias 0 mediante el contacto con el fluido de
vesiculas de un individuo infectado (5, 81). La transmision a través del aerosol de secreciones
respiratorias se comprobo al detectar el ADN del VWZ en muestras del aire de habitaciones
ocupadas por pacientes con varicela o herpes zoster diseminado (82).

Los estudios serologicos realizados en poblacion adulta demostraron que la infeccion por
Betaherpesvirus es ubicua. Sin embargo, los integrantes de esta subfamilia poseen patrones de
transmision horizontal diferentes con diseminacion en la infancia temprana (HVH-6B y HVH-7) o
durante la primera década de vida (CMVh) (83). Tras la adquisicion del CMVh se puede excretar
por medio de la orina, saliva, lagrimas, secreciones cervicales y semen durante meses 0 afios
(84). Esto guarda relacion con la frecuencia con que se transmite en tales circunstancias en que
se intercambien dichos fluidos. Asi se identifico que el CMVh tiene dos patrones de transmision: el
horizontal y el vertical (85).

Durante la transmision horizontal son dos las posibles fuentes de exposicion al CMVh. La primera
es la actividad sexual y la otra el contacto estrecho con nifios pequefios. AUn mas, su transmision
puede ocurrir a través de transfusiones o por trasplante de células, especificamente en trasplante
de dérganos de donantes seropositivos. Estas Ultimas vias de transmision tienen mayor relevancia
desde el punto de vista clinico que epidemiologico (86). En cuanto a la transmision vertical, se
acepta que el CMVh es el Unico HVs en el que se ha demostrado su transmision natural a traves
de la placenta. Se piensa que este evento ocurre durante el primer trimestre de la gestacion en
pacientes seronegativas al CMVh, quizas por la ausencia de control de la respuesta inmune
adaptativa. La diseminacion al feto puede ocurrir por tres vias: transplacentaria, intraparto y

mediante la lactancia matermna (87).
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El modo de transmision del HVH-6 y 7 no se ha dilucidado aun, pero si se conoce gque son
patdgenos ubicuos cuya infeccion se produce en la infancia de forma horizontal. En general, se
piensa que la fuente de infeccion sean los adultos que mantienen contacto estrecho con los
infantes y que lo excretan de forma asintomatica en la saliva (88). El ADN de ambos se ha
detectado en la saliva de parejas de nifios y madres, asi como en la de individuos saludables.
Con ello se refuerza su transmision a través de la saliva (89). No obstante, el genoma del HVH-6A
también se detectd en el tracto genital de mujeres embarazadas, por lo que éste podria
transmitrse durante el parto transvaginal. Aun mas, se ha propuesto la transmision
transplacentaria del HVH-6B (90); incluso otros autores han mostrado evidencias de la
transmision del HVH-6 y 7 a través del trasplante de 6rganos (91).

Por su parte, el VEB, se disemina a través de la via oral. La mayor parte de los nifios de paises en
vias en desarrollo se infectan mediante el contacto con familiares antes de los tres primeros afios
de vida. De forma general, la infeccion primaria suele cursar de forma asintomatica (92).
Aproximadamente el 50% de los individuos seropositivos al VIH-1 excretan el VEB en las
secreciones orofaringeas (93). Su transmision entre adultos jévenes se favorece por la
transferencia de fluidos orales a través del beso, con el inicio de la actividad sexual. También, se
han descrito casos de Mononucleosis Infecciosas (M) después de transfusiones de sangre y de
cirugia cardiovascular (94).

Las vias de transmisién del HVH-8 no se han dilucidado, este constituye un aspecto controversial
que genera amplios debates. Algunos autores sugieren que su transmision depende de la
prevalencia de infeccion en diferentes areas geogréaficas. En este sentido, se piensa que en las
zonas endémicas (elevada prevalencia) el virus se transmite fundamentalmente por via horizontal
mediante rutas no sexuales, mientras que en las regiones de baja prevalencia predomina la
transmision sexual en determinados grupos de riesgo (95). Sin embargo, se ha demostrado que
ambos modos de transmision pudieran estar imbricados independientemente de la prevalencia
reportada en una region especifica, (96). Por tanto, proponemos un andlisis independiente de
cada una de las posibles vias de transmision junto con la revision de las hipétesis que mayor
aceptacion han tenido en la comunidad cientifica internacional en relacion con la transmision de
este Radinovirus.

11.8.1. Transmision madre-hijo del HVH-8

La prevalencia de infeccion del HVH-8 en poblacion pediatrica de paises endémicos es muy baja
antes de los 2 afios de edad (desaparicion de Acs maternos), esta se incrementa tras superada

esta edad (97). Se sugiere que el virus se transmite principalmente a través del contacto estrecho
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con los miembros de la familia, en especial a traves de las secreciones orales (98). Mediante
estudios de epidemiologia molecular se demostré que los familiares u otros contactos
extrafamiliares fueron la fuente de infeccion del HYH-8 en nifios de Malawi, Africa (99). Incluso se
ha llegado a asociar determinados haplotipos presentes en mujeres africanas que favorecen la
excrecion del HVH-8 en la saliva. Estos son los haplotipos mas frecuentes en ese continente y
permitiria explicar la endemicidad de este HVs en esa zona. Ademas, denotan la participacion de
la saliva en su transmision (100).

El valor de la lactancia materna en la transmision del HVH-8 también se ha evaluado, aunque con
resultados contradictorios. Algunos autores no detectaron su ADN en la leche de madres
seropositivas al HVYH-8 en Zambia (101). Por el contario, Dedicoat y colaboradores si encontraron
su ADN en la leche de mujeres africanas que tenian altos titulos de Acs anti-HVH-8. No obstante,
el promedio de CV en la leche fue inferior al que se encontro en saliva. Fue por ello que estos
autores recomendaron que deba considerarse a la lactancia materna como fuente potencial de
infeccion del HVH-8, si se tiene en cuenta que el volumen de leche que ingiere el nifio es mayor
que el de la saliva (102).

La transmision vertical también ha resultado ser un tema polémico. Algunos autores plantean que
su participacion en la propagacion del HVH-8 es minima, o que de suceder, constituye un evento
poco usual. En Italia no se detect6 el ADN del HVH-8 en el liquido amniético de gestantes, nien la
sangre del cordén tomada al momento del parto (103). Sin embargo, otros autores mediante
estudios de epidemiologia molecular encontraron evidencias sobre la transmision vertical del
HVH-8 en Uganda (104). Inclusive, se reportd la infeccion primaria por el HVH-8 en un recién
nacido producto de una madre seropositiva al VIH (105).

11.8.2. Transmisién sexual del HVH-8

Aungue los hallazgos que apoyan la importancia de la transmision sexual en la infeccion por el
HVH-8 se obtuvieron en estudios realizados en hombres que tienen sexo con hombres (HSH) de
paises industrializados (106), otros aportaron evidencias de su transmision entre heterosexuales
(HT). En Africa, la infeccion por el HVH-8 entre individuos con diagnéstico de ITS y prostitutas se
asocio con el bajo nivel educativo, el consumo de alcohol, la infeccion por Neisseria gonorreae y la
tenencia de multiples parejas sexuales (20, 107). En Tanzania, se descubridé mayor riesgo de
infeccion por HVH-8 en mujeres cuyos esposos estaban infectados por el virus (108). Mientras
gue en hombres HT de Kenya, su infeccién fue mas comun entre hombres no circuncidados y

con historia previa de Sffilis, que en aquellos que refirieron usar condon (109).
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Sin embargo, otros no encontraron ninguna relacion entre la infeccion por HVH-8 entre conyuges,
inclusive niegan la posible transmision del virus entre individuos HT (110, 111). De esta forma se
ha sugerido que no es frecuente la transmision del HVH-8 a través de las relaciones HT por la
identificacion esporadica y baja CV de su ADN en secreciones vaginales, semen y tejido
prostatico (112). La interpretacion y comparacion de todos estos hallazgos es dificil, ya que en
algunos casos la asociacion es muy débil e incluso contradictoria. Habria que agregar el uso de
diferentes algoritmos y métodos diagndsticos en el manejo de la infeccion por el HVH-8,
conociendo la gran variabilidad en la interpretacion que existe entre los laboratorios.

1.8.3. Transmision parenteral del HVH-8

Al igual que en los modos de transmision expuestos anteriormente, los resultados publicados
hasta el momento no son concluyentes. Existen evidencias de su transmision mediante
transfusiones de sangre (113-115). Moore y colaboradores propusieron gque el pesquizaje de la
infeccion por el HVH-8 en las transfusiones de sangre y en los trasplantes de érganos debe
considerarse una prioridad para clinicos, bancos de sangre y agencias regulatorias. De esta forma
resaltan la necesidad de encontrar un método diagnéstico aprobado por la Administracion de
Drogas y Alimentos (del inglés Food and Drug Administration) que favorecera el control de la

transmision de este virus tumoral (116). Inicialmente, algunos autores al no encontrar el ADN del
HVH-8 en la sangre de donantes de EUA justificaron la no introduccién del pesquizaje de este
HVs en los bancos de sangre (117). Sin embargo, otros autores documentaron la primera
transmision del HVH-8 mediante transfusiones en EUA (118). Entonces, esta es otra de las
tematicas en las que no se ha dicho todo. En caso de dilucidarse su relevancia constituira un
arma importante para el control de su transmision.

También se han aportado evidencias de la transmision del HVH8 entre usuarios de drogas
endovenosas mediante la exposicion a sangre infectada (119). No obstante, se estima que el
riesgo es menor que al del Virus de la Hepatitis B (VHB), Virus de la Hepatitis C (VHC), y el VIH
(120). Otros autores no han encontrado tal asociacion (121). Henke-Gendo y Schulz plantearon
gue el virus puede transmitirse por medio del comportamiento que acomparia al uso de la droga,
mas que al consumo mismo (106).

1.8.4. Trasplante y HVH-8

Antes del descubrimiento del HVH-8 se conocia gue la incidencia del SK era 500 veces mas
frecuente en receptores de trasplante en comparacion con poblacion inmunocompetente. En
especial, en areas en las que la prevalencia de infeccion por el HVH-8 es alta (122). No obstante,

se estima que su incidencia puede ser hasta 1000 veces mayor en este grupo poblacional (123).
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Mas del 50 % de los receptores de trasplante que estan infectados por el HVH-8 desarrollan el
tumor bajo ciertas circunstancias. Esto hizo pensar que la mayoria de los casos de SK
postrasplante eran resultado de la reactivacion viral (124). Sin embargo, estudios recientes
sugirieron que la transmision del HVH-8 puede ocurrir a partir del érgano donado (125). Hasta el
momento estos son los dos mecanismos que se han asociado con el desarrollo del SK
iatrogénico. Por ello algunos autores resaltaron la importancia del pesquisaje de la infeccién por
HVH-8 antes del trasplante tanto en el donante del 6rgano como en el receptor, aungue faltaria
por analizar la relacion costo/beneficio (123).

I.9. Manifestaciones clinicas de la infeccion por HVs

De forma general, la infeccion primaria por los HVs en el individuo inmunocompetente suele
producirse en ausencia de sintomas clinicos. Sin embargo, en determinados grupos de riesgo
son capaces de producir un amplio espectro de manifestaciones clinicas que pueden fluctuar en
su severidad desde cuadros febriles de evolucion benigna hasta formas diseminadas que
conducen a la muerte del paciente. En el anexo 2 se muestran las patologias mas frecuentes que
los HVs son capaces de causar en el humano (50, 65, 85, 126-128).

Algunos virus causan sindromes neurologicos muy caracteristicos que permiten un correcto
diagndstico sobre la base de los datos clinicos, como la poliomielitis aguda o la rabia (129). Sin
embargo, los HVs pueden causar un SNI menos especifico que no permite sospechar la
participacion especifica de alguno de ellos. El grado de deterioro del SNC asi como la severidad
de la infeccion dependeran de las caracteristicas del agente etioldgico (virulencia, neurotropismo)
y del estado inmune del hospedero (130). Un interrogatorio preciso y el examen fisico detallado,
constituyen la piedra angular del correcto enfoque ante un paciente con SNI. Los datos obtenidos
tras la realizacion de los mismos seran la principal guia para la correcta utilizacion de las técnicas
complementarias, que permitiran llegar al diagndstico etioldgico de la infeccion (131).

El aumento de volumen de los ganglios linfaticos (localizados o generalizados) generalmente se
acompaia de un grupo de sintomas y signos que conforman el Sindrome Adénico. Se denomina
adenopatia a la enfermedad del ganglio linfatico y al aumento de volumen del ganglio se reconoce
en la terminologia médica como adenomegalia. El aumento de volumen de los ganglios linfaticos
puede producirse por un aumento tanto del nimero, como del tamafio de los foliculos linfaticos
por la proliferacion de sus elementos celulares o por infiltracién de células ajenas al ganglio. Esta
infiltracion puede estar ocasionada por metastasis de un carcinoma, una leucemia, o producida
por los polimorfonucleares, como se observa en los procesos inflamatorios agudos (adenitis)

(132). Las principales patologias que pueden producir este sindrome se muestran en el anexo 3.
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11.10. Diagnéstico de lainfeccion por HVs

El diagnéstico diferencial de los Sindromes que los HVs producen en individuos seropositivos al
VIH-1 es complejo. De lo que deriva la importancia de la conducta a seguir ante un paciente en el
que habra que definir las herramientas diagnodsticas a emplear. El diagnéstico molecular por
medio de PCR en el LCR constituye la “técnica de oro™ para el diagndstico de la infeccion por HVs
en el sistema nervioso (133). La biopsia exerética de una de las adenopatias aumentadas de
volumen o de una lesion en cualquier tejido es el método de eleccion cuando se sospecha un
proceso maligno o cuando no se cuenta con todas las evidencias para arribar al diagnostico. En el
caso del ganglio linfatico, esto permite evaluar desde la arquitectura del ganglio linfatico, su
histologia, la presencia de Ags (Inmunochistoquimica) hasta estudios moleculares y citogenéticos
(10). En el caso de la muestra del tejido favorece el andlisis histopatoldgico que orienta el
diagndstico. Aunque desde el punto de vista clinico muchas de las patologias que producen los
HVs pueden sugerir la participacion de estos agentes, se requiere de herramientas de diagnéstico
viroldgico para poder llegar a identificar su participacion.

1.10.1. Aislamiento viral

El aislamiento de CMV se logra satisfactoriamente mediante la inoculacion de la muestra clinica
en lineas celulares de fibroblastos humanos, en las que produce focos de efecto citopatico (ECP)
de lenta aparicion que se caracterizan por citomegalia celular. Este procedimiento es muy
laborioso y después de la inoculacién el ECP generalmente tarda dos semanas o0 mas en
aparecer. Aunque el aislamiento viral es menos sensible que las herramientas del diagnostico
molecular, se puede realizar otro método de diagndstico rapido para detectar los Ag inmediatos
tempranos del CMV en monocapas de fibroblastos humanos de 24 a 72 hrs de inoculadas. Este
procedimiento incluye un paso de centrifugacion con el que se favorece la adsorcién y entrada
viral, acelerandose la replicacion viral y por tanto la expresion de proteinas inmediatas tempranas
que se reconoceran por los Acs Monoclonales especificos (134, 135).

El aislamiento de HVH6 y 7 no se utiliza con fines diagndsticos, sélo en la investigacion. Este
constituye un procedimiento laborioso que requiere de una infraestructura de laboratorio y de
personal altamente calificado. El HVH-6 se puede aislar a partir de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) colectadas durante la fase aguda del Exantema Subito (ES). Para ello
es necesaria la activacion linfocitaria con PHA o Acs anti CD3 y mantenimiento con IL-2 (136). El
ECP aparece entre 7 a 10 dias y poco tiempo después se produce la degeneracion litica de la

célula. En ocasiones, el HVH-7 se puede aislar de la sangre periférica de pacientes con ES si se
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sigue la metodologia descrita anteriormente para el aislamiento del HVH-6. No obstante, también
se ha logrado aislar de muestras de saliva (128).

Los primeros intentos que se llevaron a cabo para lograr la propagacion del HVH-8 in vitro fueron
insatisfactorios. Tras realizar el cocultivo de la linea celular BC-1 (latentemente infectada con el
HVH-8) con otras lineas celulares [células Raji (linea de células B VEB positivas), BJAB (linea de
células sin genoma del VEB), MoLT-3 (linea de células T maduras CD4"), lineas celulares de rifién
de mono buho, células mononucleares de cordén umbilical humano] no se producia la infeccién
activa y después de varios pases el genoma viral dejaba de detectarse (137). Por otra parte,
aungue con una transmision muy limitada, se logré propagar el HVH-8 en células 293 de rifion
embrionario a partir de lesiones de Sarcoma de Kaposi (SK), pero el ADN viral sélo se pudo
detectar mediante PCR. Por lo tanto, el aislamiento viral del HVH-8 no constituye una herramienta
util para el diagnéstico de la infeccion por este agente (138). No obstante, existen algunos reportes
mas recientes de autores que lograron su aislamiento a partir de muestras de saliva de pacientes
infectados (139) asi como a partir de células progenitoras endoteliales tardias (late-EPCs siglas
del inglés Late endothelial progenitor cells) de pacientes con SK clasico (140).

El rango hospedero in vitro para lograr la infeccion eficiente del VEB se encuentra restringido a los
linfocitos B humanos, obtenidos de sangre periférica (141), de las amigdalas o de sangre de
corddn fetal (142, 143). Una vez que el VEB infecta primariamente a los linfocitos humanos no se
produce replicacion viral, pero induce una transformacion de las células infectadas a linfoblastos
capaces de proliferar en lineas celulares linfoblastoides de larga evolucion. Esta observacion
constituyd un paso critico para reconocer el poder oncogénico del VEB a través de la
inmortalizacion de la célula latentemente infectada. Aunque en menor grado, se comprobo que el
VEB también es capaz de establecer latencia en los linfocitos T y las células asesinas naturales
(NK siglas del inglés natural killer). También se han obtenido varias lineas celulares de origen
epitelial en las que se logra aislar el VEB con eficiencia similar a la que se consigue en lineas
derivadas de células B, entre ellas se pueden citar: HEK 293 (linea celular de carcinoma gastrico),
lineas celulares de vesicula, laringe, higado, colon y carcinoma de vejiga (144). El VEB se puede
aislar a partir de la saliva o mediante el cocultivo de los linfocitos B de individuos infectados. No
obstante, el aislamiento del VEB s0lo se realiza con fines investigativos, no como herramienta
diagndstica en el manejo clinico de los pacientes (93).

1.10.2. Diagnostico Molecular

Comunmente se utiliza el PCR para detectar fragmentos del genoma de estos agentes. Hasta el
momento se han publicado numerosos juegos de cebadores para la deteccion cualitativa y
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cuantitativa del ADN viral en diferentes muestras clinicas. Gracias a estas herramientas se ha
podido llegar a conocer desde las variantes virales de un mismo agente hasta la deteccion
simultdnea en un mismo tubo de reaccién de varios HVs (145, 146). Aln mas, con vistas a
identificar la replicacion activa del HVH-6 se ha llegado a combinar la reverso transcripcion de
ARNmM viral con posterior amplificacion secundaria, descartandose la amplificacion del genoma
viral latente (147).

El gRT-PCR se basa en el método que desarrolld Kary Mullis a partir del cual se logra amplificar
selectivamente fragmentos especificos de ADN de forma logaritmica (148-150). En esta técnica
los procesos de amplificacion y deteccion se producen de forma simultanea, sin necesidad de
alguna accion posterior. Ademas, la deteccion por fluorescencia permite determinar la cantidad de
ADN sintetizado en cada momento de la amplificacion, pues la fluorescencia que se emite
durante la reacciéon es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y
registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion (151).

11.10.3. Diagn@stico serologico

Varias casas comerciales han disefiado diferentes ensayos inmunoenziméticos que permiten
abordar el diagnéstico de la infeccion por todos los HVs (152-154), entre ellos se encuentran: la

inmunofluorescencia indirecta (IFl), los ELISAs (siglas del inglés Enzyme-linked immunosorbent

assay), ensayos de neutralizacion, radioinmunoprecipitacion e Immunoblot. Algunos de ellos
permiten detectar Acs IgM e IgG con lo que se favorece la clasificacién de la infeccion. En
correspondencia con estos marcadores serologicos, en algunas ocasiones se puede clasificar el
tipo de infeccion por HVs que presenta el paciente, si es una infeccion primaria, latencia,
reactivacion o recurrencia viral (155).

La infeccion primaria por HVs se produce cuando el hospedero se expone por primera vez al
agente, o sea el individuo es seronegativo al HVs. Generalmente transcurre de forma
asintomatica. Los hallazgos seroldgicos en este caso se corresponderian con la deteccion de Acs
IgM en el suero colectado en la fase aguda de la enfermedad, pero en ausencia de Acs IgG. En
caso de conocerse el estatus serologico anterior del paciente podria determinarse ademas una
seroconversion de Acs contra el agente especifico (156).

La latencia viral constituye una estrategia de replicacion comun de todos los HVs. En ella sélo se
expresan algunas proteinas asociadas a la latencia sin que exista replicacion viral activa (no
progenie infecciosa). Siempre se establece después de una infeccidn primaria con o sin sintomas
de enfermedad. En este caso no se detectan Acs IgM en el suero y solo existen Acs IgG que

indican exposicion previa al virus (157).
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La recurrencia o reactivacion viral no es mas que el inicio de un periodo de replicacion viral que se
establece en un individuo previamente infectado con alguno de los HVs. En estos casos la
deteccion tanto de Acs IgM o IgG caracterizara esta forma de infeccién, que puede o no,
acompanarse de sintomas. Mediante otros métodos diagnosticos (aislamiento viral, deteccion de
Ags 0 PCR) se puede detectar el virus o algunos de sus componentes en algun fluido organico
(158). Cuando se detecta el agente en ausencia de sintomas clinicos o signos de enfermedad se
denomina excrecion asintomatica o reactivacion subclinica.

En la evaluacion de los receptores de érganos antes del trasplante es importante determinar el
estatus seroldgico para cualquiera de los HVs, tanto del paciente como del donante del 6rgano o
de la transfusion de sangre (159). En algunas situaciones, la determinacion del titulo de Acs anti
CMV carece de especificidad por posibles falsos positivos o debido a la persistencia de Acs IgM
por infeccion pasada. En estos casos la determinacion Acs IgG anti CMV de baja avidez permite
identificar si la infeccion por el agente es reciente, ya que la avidez de estos Acs se incrementa en
el tiempo (87, 160). Ademas hay que sefialar que en el paciente inmuncomprometido los métodos
serolégicos no son Utiles en el diagndstico de la enfermedad por CMV. Lo mismo sucede en el
diagnéstico de la infeccion congénita por CMV; aungue se emplea la deteccion de IgM anti-CMV
en el suero del recién nacido se prefiere la deteccion del virus en orina, suero o LCR ya sea por
aislamiento o PCR (161, 162).

En los tumores asociados a la infeccién por el VEB algunos autores han encontrado titulos
elevados de Acs anti EA e IgG VCA con bajos titulos de Acs EBNA (163). Los resultados deben
interpretarse con cautela pues este patron también aparece en el curso de enfermedades
autoinmunes y otras entidades. La serologia tampoco es un método confiable en aquellos
pacientes en los que existe una inmunodeficiencia (SIDA, receptores de trasplante, etc.) (164).
BCP-1, KS-1, BC-3 y BCBL-1 son varias lineas celulares de LEP que se emplean para detectar
Acs contra los Ags de fase latente (LANA siglas del inglés Latency-Associated Nuclear Antigen) y

de fase litica del HVH-8 (165-167). Aun se considera a la IFl como el método estandar para el
diagndstico serolégico de la infeccion por el HVH-8, a pesar de ser menos sensible que otros
ensayos serologicos (80% de sensibilidad) debido al bajo porcentaje de falsos positivos y a su
elevada especificidad (127). En adultos sanos se conoce que la respuesta de Acs anti LANA 'y
contra otros Ags del HVH-8 persiste por tiempo indefinido. Sin embargo, se ha planteado que en
pacientes con SK en estadio final del SIDA (10-30%) se produce una pérdida de dichos Acs
(165). Las evidencias actuales sugieren que existe una respuesta seroldgica heterogénea a los

Ags del HVH-8 en diferentes poblaciones, por lo que se ha sugerido combinar varios Ags en los
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ensayos serologicos para asi lograr mayor porcentaje de deteccion (166, 168, 169). No obstante,
es valido sefialar que la serologia del HVH-8 no proporciona informacion Util desde el punto de
vista clinico en pacientes con SK, especialmente para el manejo terapéutico de los enfermos.

Esta técnica no permite distinguir entre una infeccion activa o latente (170).

21



1. DISENO METODOLOGICO
lll.1. Disefio de los estudios

Con vistas a dar respuesta a las preguntas de investigacion y asi comprobar la veracidad de las
hipdtesis se llevaron a cabo cuatro estudios de corte transversal en:

1. Individuos seroposttivos al VIH-1 con SNI durante el periodo 2001-2005.

2. Individuos seropositivos al VIH-1 con diagnéstico histopatoldgico de SK-SIDA 'y sus contactos
durante el periodo 2004-2007.

3. Individuos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico durante el periodo 2009-2010.

4. Individuos seropositivos al VIH-1 con enfermedades asociadas a la infeccion con el HVH-8
durante el periodo 2004-2011.

lll.2. Consideraciones éticas generales

En cada uno de los estudios se tuvo en cuenta las normas éticas y cientificas para realizar
estudios biomédicos en humanos establecidas en la Declaracion de Helsinki. Se cumplio
estrictamente con los principios basicos de autonomia, beneficencia y justicia. Se conservo el
principio de confidencialidad del paciente y en el caso de los estudios que formaron parte de
proyectos de investigacion se respetd el principio de voluntariedad y el derecho individual de
abandonar el estudio si asi lo desed. Se garantizd que ello no repercutiera en el tratamiento
posterior de los mismos. Todos los resultados derivados de las investigaciones realizadas fueron
informados por los médicos de asistencia a los pacientes.

En el estudio del SNI se emplearon los registros de entradas de muestras del laboratorio de ITS
del Departamento de Virologia del IPK desde el afio 2001 hasta el 2005. Los estudios realizados
en pacientes con Sindrome Adénico y en aquellos con enfermedades asociadas a la infeccion por
el HVH-8 y sus contactos formaron parte de proyectos ramales de investigacion:

1. Proyecto Ramal: Virus del Herpes Humano 8 y Sarcoma de Kaposi en Cuba. Caracterizacion
Virologica, Clinico-Epidemiolégica e histologica.

2. Proyecto Ramal: Papel de la infeccién por Hemesvirus en la produccién del Sindrome

Adénico en individuos cubanos.
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Estas investigaciones fueron evaluadas y su ejecucion aprobada por la comision cientifica
especializada y el comité de ética del IPK. En el caso del estudio de los pacientes con Sindrome
Adénico también se evalud por la comision cientifica y el comité de ética del Instituto Nacional de
Oncologia y Radiobiologia (INOR).

Los posibles candidatos a participar en cada una de las investigaciones recibieron, por parte de un
personal calificado, toda la explicacion sobre las caracteristicas de la investigacion con lenguaje
claro y sencillo. Aquellos pacientes que accedieron a participar en los protocolos de investigacion
demostraron su aprobacion mediante la firma de documentos de consentimiento informado
disefiados para estos fines (Anexo 4).

1.3. Recoleccion de lainformacion

Los datos personales, clinicos y resultados de las pruebas del laboratorio se obtuvieron por dos
vias. La primera, en el momento de la entrevista por parte del médico de asistencia y la otra
mediante la revision de las historias clinicas individuales en el Departamento de Admision y
estadistica del IPK. Los datos se recopilaron en modelos disefiados para la recolecciéon de la
informacion (Anexos 5-8). Posteriormente, se confeccionaron bases de datos protegidas por
contrasefias mediante diferentes programas a los que soélo tuvo acceso el responsable de la
investigacion.

l11.4. Infeccidn por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con SNI

l1.4.1. Universo de estudio

l1.4.1.1. Pacientes y muestras clinicas colectadas

En el presente estudio se incluyeron todas las muestras clinicas de LCR de pacientes cubanos
seropositivos al VIH-1 que presentaron sintomas y signos de afecciones del SNC durante el
periodo 2001-2005, de acuerdo con criterios publicados previamente (171). En todos ellos el
diagndstico clinico inicial fue el de una infeccion por HVs, aunque se indicaron varios estudios
para realizar el diagnéstico nosologico diferencial con otros agentes infecciosos. Los datos clinicos
de los pacientes en los que se demostro la infeccion por alguno de los HVs se obtuvieron
mediante revision retrospectiva de historias clinicas (HC) individuales en el Departamento de
Admision y Estadistica del IPK. Finalmente, se recibieron 241 muestras de LCR obtenidas en
condiciones estériles que se almacenaron a -70 °C hasta que se procediera a extraer el ADN.
l1.4.2. Extraccion del ADN

Para la extraccién del ADN se emplearon 39.5 uL de LCR que fueron sometidos a digestién con
proteinasa K segun el protocolo publicado por Tenorio y colaboradores (172). Para el primer ciclo

de amplificacion de PCR anidada muiltiple se utilizaron cinco microlitros del ADN extraido.
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7N
[1.4.3. PCR anidada multiple para deteccion de HVs
Diferentes regiones del gen de la ADN polimerasa de los HVs se utilizaron para la amplificacion
especifica mediante los cebadores reportados por Tenorio y colaboradores (172). Este protocolo
anidado multiple permite identificar en el mismo tubo de reaccion el genoma de: VHS-1y 2, VWZ,
CMVh, HVH-6 y VEB. Durante la primera reaccion se emple6 una mezcla de cebadores no
degenerados que amplifican 194 pb de una regién consenso del extremo 3’ del gen de la ADN
polimerasa de los HVs. Dos microlitros del producto amplificado durante la primera reacciéon se
sometieron a una segunda ronda de amplificacion para lo que se utilizo otra mezcla de cebadores
compuesta por cebadores homdlogos 3’ que hibridan con otra region consenso (sentido negativo
2) y cebadores no homdlogos tipo-especificos (sentido positivo 2).
Tanto en la primera como en la segunda reaccién de PCR la mezcla estuvo formada por 10 mM
de tampon de PCR; 25 mM de cloruro de magnesio (MgCl,); 25 mM de cada deoxinucleotido
trifosfatado; 5 pmol de cada cebador y 2 U de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen, EUA). Todas
las mezclas fueron sometidas a 30 ciclos de ampilificacion en el orden siguiente: desnaturalizacion
a 94 °C durante 1 min, hibridacion de los cebadores a 53 °C (primera reaccion) y 47 °C (segunda
reaccion) durante 1min y la extension a 72 °C durante 1 min. Para finalizar la elongacion del ADN
se incluyo un paso de 72 °C durante 4 min.
Para identificar la talla de los productos amplificados de cada uno de los HVs (VHS=120 pb,
VWZ=98 pb, CMVh=78 pb, HVH-6=66 pb, VEB=54 pb) se aplicaron 10 pL del producto de la
segunda reaccion en gel de agarosa al 4 % en TBE 1x (Tris-borato 40 mM, EDTA 2 mM pH 8,0)
tefiido con bromuro de etidio (0.5 pug/mL). Los mismos se visualizaron en transiluminador de luz
ultravioleta (UV) al terminar la corrida. Como control interno de la reaccion se amplificé un
fragmento de 140 pb de un plasmido de virus no humano (Virus de la Pseudorabia porcina, PrvV
siglas del inglés Porcine pseudorabies herpesvirus) donado gentilmente por el Dr. Tenorio del

Instituto Carlos Il de Madrid, Espafia. Su uso permitid descartar la presencia de inhibidores
durante la amplificacion.

Los riesgos de contaminacion se eliminaron al separar las areas de trabajo entre las dos
reacciones, incluso en la preparacion de las mezclas de PCR. Se trabaj6 con diferentes pipetas y
puntas con barrera (libres de ARNasa-ADNasa) para cada una de las reacciones. Se utilizaron
cinco microlitros de agua libre de ARNasa-ADNasa como control negativo de la reaccion y se
incluyeron controles posttivos del VHS, CMVh y VEB.
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l11.5. Infeccion por HVH-8 en pacientes con SK-SIDAy sus contactos

[1.5.1. Universo de estudio

l.5.1.1. Pacientes y muestras clinicas colectadas

En el presente estudio accedieron a participar 71 individuos que se agruparon en las siguientes
categorias:

Pacientes con SK-SIDA: 49 pacientes seropositivos al VIH-1 con diagnéstico histopatolégico de
SK-SIDA diagnosticados en el periodo 2004-2007.

Contactos de pacientes con SK-SIDA: 22 individuos contactos de pacientes con SK-SIDA, a

los que se les realizd examen fisico sin encontrarse evidencias clinicas de la enfermedad. Dentro
de este grupo se clasificaron como:

Contacto sexual: individuo que al interrogatorio refiri® mantener relaciones sexuales por mas

de dos afios con un paciente con SK-SIDA (19 individuos).

Pareja serodiscordante: contacto sexual de paciente con SK-SIDA gque no se ha infectado

con el VIH a pesar de mantener relaciones sexuales con él (tres individuos).

Contacto intradomiciliaro: individuo que al interrogatorio refirié convivir por mas de dos afos

en el mismo hogar de un paciente con SK-SIDA (tres individuos seronegativos al VIH-1, una

hermana y dos madres de los pacientes).
En el caso de los pacientes con SK-SIDA se solicitd muestras de: sangre total, saliva y tejido;
mientras que a los contactos asintomaticos solo se les solicitd sangre total y una muestra de saliva
(Tabla 1ll.1). Los 20 mL de sangre venosa periférica que se extrajeron a cada participante se
dispensaron en tubos plasticos estériles de 50 mL que contenian 2 mL de Citrato de Sodio. La
saliva se colectd mediante emision espontanea en tubos estériles de 1.5 mL. La recoleccion de
ambas muestras se llevo a cabo por personal calificado del Departamento de Laboratorio Clinico
del IPK. Todas las muestras se transportaron en condiciones de refrigeracion al Laboratorio de ITS
del Departamento de Virologia del IPK cumpliendo estrictamente con la normas de bioseguridad.
Las muestras de saliva se almacenaron a -20 °C, pero la extraccion de CMSP y plasma se realizd
de manera inmediata a partir de la muestra de sangre total. Un fragmento del tejido de la lesion se
colectd en los pacientes con sospecha clinica de SK-SIDA en el momento de la biopsia
diagndstica, este se envid al Laboratorio de ITS en frasco estéril. En aquellos en los que se
diagnosticd el SK-SIDA antes de iniciar el presente estudio se solicitd al Departamento de

Anatomia Patologica un fragmento del bloque de parafina.
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Tabla lll.1. Muestras clinicas colectadas de pacientes con SK-SIDAy contactos asintomaticos.

Muestras Clinicas SK-SIDA Contactos Total
Plasma 27 22 49
Saliva 41 22 63
Tejido 48 - 48
CMSP 26 22 48

Total 142 66 208

De acuerdo con las caracteristicas macroscopicas de las lesiones (173), éstas se definieron
Como:

SK cuténeo: lesiones en forma de méculas, papulas o nédulos, de forma variable, solitarios o con
tendencia a formar placas, de color rosado o hasta violaceo, distribuidas a lo largo de lineas de
tension de la piel, indoloras y no pruriginosas.

SK_mucocutaneo: lesiones similares a las cutaneas pero se localizan en las mucosas (e.g.

paladar duro, conjuntiva o genitales externos (hombre: prepucio o glande).
SK sistémico o visceral: Cuando se identificO mediante procederes diagndsticos especificos la

invasion del SK a érganos internos (pulmones, estbmago, intestino, bazo, higado, corazon, etc).
Las lesiones del SK-SIDA se clasificaron teniendo en cuenta las caracteristicas histologicas
descritas en el informe de biopsia de cada paciente, segun los estadios publicados por Calonje y
Wilson en 1999 (173). Sin embargo, en aquellos pacientes cuyo informe de biopsia el patélogo no
hizo referencia a ninglin estadio se consideraron como no clasificados.

Como debut clinico de SIDA se considero a los individuos con antecedentes de salud previa que
presentaran una condicion clinica definitoria de SIDA [conteo de linfocitos T CD4+ inferior a las
200 cél/mL o enfermedad marcadora del SIDA (e.g.: SK-SIDA)] al diagnostico de la infeccion por
el VIH, segun criterios publicados previamente (174).

l1.5.1.2. Procesamiento de las muestras clinicas parala cuantificacion del HVH-8

1.5.1.2.1. Obtencién de muestras de plasmay CMSP a partir de sangre total

Los 20 mL de la sangre venosa periférica se dispensaron lentamente por las paredes de un tubo
de 50 mL estéril que contenia cinco mililitros de Ficoll-hypaque (SIGMA, EUA) protegiéndose de la
luz. Después, los tubos se centrifugaron a 3 000 xg durante 30 min a 37 °C. Inmediatamente, se
extrajo todo el anilo de CMSP y tres miliitros de plasma de cada paciente. Las CMSP se
dispensaron en tubo de 15 mL estéril y se sometieron a dos lavados con medio RPMI frio
(GIBCO, EUA) gue se elimind mediante centrifugacion a 2 000 xg durante 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente, se realizd conteo de CMSP en camara de Newbauer con el fin de someter al
proceso de extraccion de ADN a sélo 1 x 10° células que se resuspendieron en 200 uL de RPMIy

se almacenaron a -20 °C.
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1.5.1.2.2. Extraccién del ADN de tejidos embebidos en parafina
Se emplearon ocho cortes de 5-10 um de grosor de tejidos con lesiones de SK-SIDA previamente
embebidos en parafina que se dispensaron en tubos estériles de 1.5 mL. La parafina fue
eliminada de los cortes de tejido mediante el uso de Xilol segun protocolo publicado previamente
(175). Una vez eliminada la parafina se rehidrato el tejido con lavados sucesivos de etanol al 100 y
al 75 % en agua destilada. Luego se centrifugé a 10 000 xg durante 15 minutos a 4 °C para
eliminar el etanol. El tejido sedimentado se sometio a extraccion de ADN mediante la metodologia
del siguiente acapite.
1.5.1.2.3. Extraccién del ADN a partir de muestras de tejido
El tejido desparafinado, 25 mg de tejido fresco congelado y 10 pL de H,O bidestilada (control
negativo) se sometieron al protocolo para extraccion de ADN en muestras de tejido del estuche
comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania), segtn las indicaciones del fabricante. La

concentracion del ADN purificado para cada muestra se calculo tras lectura en espectrofotdbmetro
a una densidad Optica de 260 nm, en una dilucion de 1/5. EI ADN obtenido se almacend a -20 °C.
l1.5.1.2.4. Extraccion del ADN a partir de las muestras de plasma, CMSP y saliva

Doscientos microlitros de saliva y de plasma, asf como 10° CMSP de cada paciente y 10 pL de
H,O bidestilada (control negativo) se sometieron al protocolo de extraccion de ADN para fluidos
organicos del estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania), segin las

indicaciones del fabricante. La concentracion del ADN en las muestras de saliva y CMSP se
determind a partir de diluciones 1/5 y 1/10; respectivamente a una densidad éptica de 260 nm.
[11.5.2. Normalizacion del gRT-PCR para cuantificar el ADN del HVH-8

Hasta el momento, en Cuba no existia disponible una herramienta para cuantificar de forma
absoluta el ADN del HVH-8 en muestras clinicas de pacientes con sospecha de su infeccion. Para
cumplir con los objetivos especificos planteados, se normalizé un protocolo de gRT-PCR para
determinar el nimero de copias del ADN del HVH-8 mediante la plataforma de LightCycler 1.5
(Roche Diagnostics, Alemania) disponible en el laboratorio de ITS, del IPK (Anexo 9).

l1.5.2.1. Obtencion de ADN estandar para construir la curva externa de calibracion

Se obtuvieron los ADN estandares mediante tres de las vias que se reportan a nivel internacional:
clonaje del gen ORF26 en un vector (acapite 111.5.2.1.3) (176), productos purificados de PCR
(acépite 111.5.2.1.2) (177, 178) y ADN gendémico (ADNg) de la linea celular BCBL (acépite
l1.5.2.1.1) (179). Esta linea celular se encuentra infectada de forma latente con el HVH-8, fue

donada gentilmente por los Drs Patrick Moore y Yuan Chang (Universidad de Columbia, EUA).

27



RN
1.5.2.1.1. Obtencién de ADNg
Doscientos microlitros de una suspension de la linea celular BCBL se sometieron a extraccion de

ADNg por el estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, EUA), seguin las indicaciones

del fabricante. El ADN obtenido se resuspendié en 100 pL de tampdn de Elusion y se determind
Su concentracion en espectrofotometro (GeneQuant Il, Pharmacia Biotech, EUA) a una densidad
Optica (DO) de 260 nm. Todas las mediciones de la DO se realizaron en el mismo equipo.
l1.5.2.1.2. Obtencion de los productos de PCR del gen ORF26

Cinco microlitros de ADNg previamente extraido (acapite 111.5.2.1.1) se sometieron a PCR
cualitativa para amplificar un fragmento de 111 pb del gen ORF26 del HVH-8 mediante los
cebadores reportados por Watzinger y colaboradores en el afio 2004 (ORF26 oligonucleotido
positivo: 5-GTGCTC GAATCC AACGGA TT-3'y ORF26 oligonucledtido negativo: 5-GATATTTT
GGAGTAGATGTGGTACAC-3) (176). La mezcla de reaccion contenia: 10 mM de Tampdn de
PCR; 25 mM de MgCl; 25 mM de cada deoxinucledtido trifosfatado; 10 pmol de cada cebador
(sentido positivo y sentido negativo) y 2,5 U de Enzima Taq polimerasa (Amplitag, Roche
Diagnostics, Alemania).

Los ciclos de amplificacion se programaron de la siguiente forma: un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 4 min; seguido de cuarenta ciclos de repeticiones de 94 °C por 1 min, 52 °C
para la hibridacion por 1 min y extension a 72 °C por 1 min. Los productos de PCR se purificaron

mediante el estuche comercial MiniElute™ Purification Kit (QIAGEN, EUA) siguiendo las

instrucciones del fabricante. A continuacion se determiné su concentracion en espectrofotdbmetro a
una DO de 260 nm.

1.5.2.1.3. Obtencién del ADN plasmidico (ADNp)

El fragmento de 111 pb del gen ORF26 que se amplificé mediante PCR cualitativa (acépite
11.5.2.1.2) se insertd en el vector pTARGET™ (PROMEGA, EUA) y posteriormente se cloné en
células electrocompetentes XL blue. De las posibles colonias transformantes que aparecieron, se
seleccionaron al azar veinte colonias blancas para ser sembradas en placas de LB sdlido con
Ampicillin. Al dia siguiente, se les realiz6 extraccion del ADN a los clones recombinantes mediante
la metodologia descrita en el estuche comercial ADNp Miniprep (Promega, EUA). La calidad del

ADNp extraido se determind mediante corrida electroforética en gel de agarosa al 0,8 % en
TBE 1x. Para determinar las posibles colonias recombinantes, se realizd PCR cualitativa del gen
ORF26 a diez de las veinte colonias transformantes seleccionadas, utilizando el mismo protocolo
que se empled para la obtencidn del fragmento de 111 pb del ORF26 del HVH-8 (acapite
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[1.5.2.1.2). Posteriormente, se determiné la concentracion del ADNp extraido de una de las
colonias recombinantes en espectrofotdmetro a una DO de 260 nm.

l1.5.2.2. Cuantificacién de los ADN estandares por qRT-PCR

El numero de copias de cada uno de los estandares obtenidos se determind en el equipo
LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Alemania). Para ello se afadieron (por triplicado) dos
microlitros de cada estandar a capilares que contenian una mezcla compuesta por: 3 L de H,O,
4 L de mezcla Universal de PCR (Roche Diagnostics, Alemania), 300 nM y 200 nM de
oligonucledtidos y sonda, respectivamente. La secuencia de los cebadores y de la sonda fue
reportada previamente por Watzinger y colaboradores (176), pero en el presente estudio se
empled un ligando del surco menor en el extremo 3’ para marcar la sonda (MGB: siglas del inglés
Minor_Groove Binder) (ORF26 MGB™: 5FAM-TGT TCCCCATGGTCGTGCC-MGB3). Los

parametros del ciclaje fueron los siguientes: 95 °C por 10 min y 50 ciclos compuestos por: 95 °C

por 15 seg, 60 °C por 1 miny 72 °C durante 1 seg.
Una vez conocido el punto de corte (Cp siglas del inglés crossing point) de cada uno de los
estandares, se procedid a importar la curva externa patron previamente construida con estandar

sintético del estuche comercial artus®*CMV LC PCR kit (Roche Diagnostics, Alemania; rango de

deteccion: 10* - 10 copias/uL). Para la construccion de dicha curva se siguieron las instrucciones

del fabricante y se empled el Método de la Derivacion Secundaria Maxima (SDMM: siglas del

inglés Second Derivative Maximum Method) de la versién 3.3 del programa del LightCycler.
1.5.2.3. Confeccion de las Curvas estandares

Una vez que se determind el numero de copias de los estandares obtenidos (ADNp, productos
purificados de PCR y ADNg) se confeccionaron tres curvas estandares con cada uno de ellos.
Para esto se realizaron diluciones seriadas en base 10 en H,0 libre de ARNasa-ADNasas de los
tres productos (desde 10° copias de virus/uL hasta 10 copias de virus/uL). Se afiadieron tres
réplicas de cada una de las diluciones de los productos estandares a capilares que contenian
15 uL de una mezcla formada por: 3 pL de HyO, 4 pL de mezcla Universal de PCR (Roche
Diagnostics, Alemania), 300 nM y 200 nM de oligonucledtidos y sonda; respectivamente.

Se emplearon los mismos parametros del ciclaje que se describieron previamente en el acapite
l11.5.2.2. Al finalizar el ultimo ciclo, por medio de analisis de regresion lineal, el programa del
LightCycler produce un grafico de la curva estandar en el que relaciona la concentracion
logaritmica (eje x) con el Cp de cada uno de los estandares (eje y) con 95 % de intervalo de

confianza. Para la construccion de las curvas externas estandares se utilizaron los valores medios
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del Cp de cada una de las réplicas mediante el modo aritmético del método SDMM del programa
del LightCycler (version 3.3). Posteriormente, todas las curvas se exportaron y archivaron en el
equipo.

l.5.2.4. Seleccién de la curva externa estdndar para cuantificar el ADN del HVH-8 en diferentes
muestras clinicas

Con el objetivo de seleccionar una de las curvas patron para cuantificar el HVH-8 en las muestras
clinicas de los pacientes, se tuvieron en cuenta los siguientes parametros. Algunos de ellos se
calculan automaticamente por el programa del equipo LightCycler 1.5:

Slope: Se utiliza para evaluar la eficiencia de la reaccién (para lograr una eficiencia de la curva
estandar entre 1.5 y 2.2, este debe estar entre -5.7 y —2.9 segun las recomendaciones del
fabricate) (Slope = inclinacion o pendiente de la curva seguin traduccion al espariol).

Error: sefala las variaciones entre capilar y capilar (e.g.: por errores en el pipeteo). Un valor de 0.6
corresponde a una desviacion del valor x (concentracion) de hasta el 50 %.

Intercept: Se utiliza para evaluar la sensibilidad de la reaccion del qRT-PCR, mientras menor sea
el valor del Cp en la ecuacién de regresion mayor sera la sensibilidad del sistema (Intercept =
intercepcion segun traduccion al espafiol).

r: Coeficiente de regresion. Ofrece un control de la adecuada distribucién lineal de la curva.
Sefiala posibles errores sistematicos e.g.: error acumulado en las diluciones seriadas.

Limite de deteccion: Se identifico segun la ultima dilucién en la que el sistema fue capaz de

detectar el ADN diana en el mismo Cp para el 100 % de todas las réplicas.

Especificidad: ADN previamente extraido de tres cepas de CMVh, VHS-2 y VVZ obtenidas en el
Laboratorio de ITS del Departamento de Virologia del IPK, se sometieron al gRT-PCR
normalizado.

1.5.3. qRT-PCR para cuantificar el ADN del HVH-8 en muestras clinicas de pacientes con SK-SIDA'y
sus contactos

Para reducir la variabilidad en la concentracién del ADN obtenido en cada muestra clinica y su
efecto en la cuantificacion del HVH-8, se equilibraron todas las muestras de saliva, CMSP y tejido
a la concentracion de 100 ng de ADNg. Por tanto, a cada capilar se afiadieron 10 uL (100 ng de
ADN) del ADN extraido de cada una de las muestras clinicas. Al no poder determinar la
concentracion de ADNg extraido de la muestra de plasma debido a la escasa cantidad de
material genético en este fluido, se emplearon entonces 10 L del ADN diluido en el tampén de
elusion para cada uno de los pacientes.

Los capilares contenian la misma mezcla de reaccion que se cito en el acapite 111.5.2.2, con igual

concentracion de cebadores y sonda. Ademas, para el qRT-PCR de muestras clinicas se
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emplearon las mismas condiciones de ciclaje. En cada ensayo se incluyeron los siguientes
controles: 10 pL de agua libre de ARNasa-ADNasa (control negativo), 10 pL del control negativo
de la extraccion, 5 uL de ADNg extraido de la linea celular BCBL (control positivo) y 10 uL de una
de las réplicas de las diluciones del ADN estandar.

Al final de la corrida del gqRT-PCR de las muestras clinicas se importd la curva extema estandar
construida a partir del ADNg con vistas a comparar los valores de los Cp obtenidos en cada una
de las muestras con los valores del Cp de la curva patron (acapite 111.5.2.3). El numero de copias
presente en cada una de las muestras se calculé mediante regresion lineal a través del programa
del LightCycler (version 3.3). Asi se considero que las muestras clinicas eran negativas si el valor
del Cp sobrepasaba el ciclo 40 del qRT-PCR y se reporté entonces como muestras con CV del
HVH-8 no detectable (ndt). Los resultados de la CV del HVH-8 en las muestras de saliva, tejido y
CMSP se informaron en nimero de copias/100 ng de ADN, mientras que en las muestras de
plasma se reporté como numero de copias/pL.

Para evitar las posibles contaminaciones se tuvo en cuenta varias medidas. En primer lugar, se
utilizaron locales especificos con el equipamiento e instrumental necesario para obtener y
procesar cada uno de los ADN estandares. En los gabinetes de Bioseguridad siempre se trabajo
con puntas con barreras libres de ARNasas-ADNasas. Durante la extraccion del ADN se
incluyeron 10 yL de HyO libre de ARNasas-ADNasas que fueron tratados en igualdad de
condiciones que las muestras clinicas. En cada ensayo del qRT-PCR se incluyd un control de las
mezclas al que se le anadieron 10 L de agua libre de ARNasa-ADNasas.

Los inhibidores en la muestra clinica y/o efectos por errores durante la extraccion del ADN se
descartaron mediante la amplificacion de un fragmento de 110 pb del gen de la B-globina
humana. Con este fin se empled el juego de cebadores, sonda y protocolo de gRT-PCR
publicado por Schmitz y colaboradores en el afio 2009 (180). Cien nanogramos del ADNg
obtenido de saliva, tejido y CMSP se adicionaron a capilares que contenian 15 L de una mezcla
formada por: 3 uL de H;0, 4 L de mezcla Universal de PCR (Roche Diagnostics, Alemania),10
pmol de cebador sentido positivo y negativo, mas 5 pmol de la sonda fluorogénica. Tras un paso
inicial de desnaturalizacion del ADN a 94 °C por 10 min, los capilares se sometieron a 45 ciclos en
el siguiente orden: 94 °C por 15 seg, 50 °C durante 20 seg y 60 °C por 40 seg cada uno.
Finalmente, se determin6 que la muestra no contenia ningun inhibidor en aquellos capilares en los

que el equipo detectd un aumento de la fluorescencia por el encima del umbral (Cp).
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l.6. Infeccion por HVs linfotropos en pacientes seropositivos al VIH-1 con Sindrome
Adénico
[1.6.1. Universo de estudio

l1.6.1.1. Pacientes y muestras clinicas

Se incluyeron todos los pacientes seropositivos al VIH en los que se diagnosticod un Sindrome
Adénico en la consulta especializada del IPK durante los afios 2009 y 2010. Se considerd que el
paciente tenia un Sindrome Adénico cuando aparecia un aumento de volumen de los ganglios
linfaticos que podia estar acompariado o no de otros sintomas y signos (132).

Criterios de inclusion: todos los adultos seropositivos al VIH-1 que después de ser evaluados

en la consulta especializada del IPK por médico especialista accedieran a realizarse excéresis
quirdrgica de uno de los ganglios aumentados de tamario con fines diagnésticos.

Criterios de exclusion: todos los pacientes que no consintieron con el proceder quirdrgico, los

que previamente tenian diagnostico de enfermedad maligna del sistema hemolinfopoyético y
aquellos en los que clinicamente se establecio que el Sindrome Adénico era la expresion clinica
de la infeccion primaria por el VIH (Retrovirosis Aguda).

Finalmente, se colectaron de forma simultanea 142 muestras clinicas de 49 pacientes, en el
momento de la excéresis quirlrgica del ganglio linfatico, entre ellas: 49 fragmentos de ganglios
linfaticos, 48 muestras de saliva y 45 de suero. Un personal calificado del departamento de
laboratorio clinico del IPK le extrajo a cada participante cinco miliitros de sangre venosa periférica
gue se vaciaron en tubo seco. El tubo que contenia la sangre se centrifugd a 3000 xg durante
15 min a temperatura ambiente y luego se dispenso el suero en tubos plasticos estériles de
1.5 mL. La saliva se colecté mediante emision espontanea en tubos estériles de 1.5 mL. Todas las
muestras debidamente rotuladas y acompariadas de indicacion médica con los datos clinicos del
paciente, se transportaron en condiciones de refrigeracion al Laboratorio de ITS del Departamento
de Virologia del IPK cumpliendo estrictamente con la normas de Bioseguridad. Finalmente, se
almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

El ganglio linfatico extraido quirirgicamente se dividié en dos partes. Uno de los fragmentos se
almacend en tubo estéril seco y se transportd en condiciones de refrigeracion al laboratorio de ITS
del Departamento de Virologia del IPK donde se congel6 a -20 °C hasta la extraccion del ADN. El
fragmento restante del ganglio se transportd a temperatura ambiente al departamento de
Anatomia Patolégica del IPK donde se fij6 en formol al 10 % tamponado, tanto para la tincion

(hematoxilina y eosina, Ziehl Neelsen) como para la inmunohistoquimica (IHQ).

32



La IHQ se realizd en el Departamento de Anatomia Patologica del INOR solamente en
fragmentos de ganglios linfaticos de pacientes con diagnostico histopatologico de LNH. Las
células del tejido linfoide se caracterizaron mediante Acs monoclonales contra conjuntos de
diferenciacion especificos (CD siglas del inglés Cluster of differentiation) presentes en la

membrana de los linfocitos. Los CD constituyen marcadores inmunofenotipicos Unicos cuya
expresion depende del grado de diferenciacion y la actividad que realiza la célula (181). Se intentd
detectar las siguientes moléculas mediante IHQ: CD3 (marcador de células T), CD20 (marcador
de células B), CD30 (se expresa en células B y T activadas), CD45 (Ag comun de leucocitos), Ag Ki-
67 (Ags nucleares asociados con proliferacion celular), proteina latente de membrana 1 (LMP-1

siglas del inglés latent membrane protein 1) del VEB (proteina integral de membrana del VEB).

l11.6.2. Marcadores viroldgicos de infeccion por HVs linfotropos

1.6.2.1. ELISA parala deteccion de Acs anti CMVh, VEB y HVH-6

Se realizaron diferentes técnicas serologicas con el objetivo de conocer el status inmunolégico
contra CMVh, VEB y HVH-6. En el caso del CMVh se determind la presencia de anticuerpos IgM
e IgG mediante ELISA comercial (Smart-Test, Alemania). Para la caracterizacion serologica de la
infeccion por el VEB se realizaron determinaciones de IgM-VCA (siglas del inglés Viral capsid
antigen), IgG-VCA'y IgG-EBNA (siglas del inglés Epstein Barr nuclear antigen) de la misma casa

comercial. Para el HVH-6 solo se pudo detectar la presencia de Acs IgG mediante ELISA
comercial (Diasorin, Italia). Para el uso de cada estuche comercial se siguieron las
recomendaciones del fabricante. La infeccion por HVs se clasific teniendo en cuenta los
resultados de los ensayos serologicos individuales de la siguiente forma:

Individuo no infectado: paciente en el que no se detectaron Acs especificos contra determinado

HVs en la muestra de suero (IgM negativo + IgG negativo).

Individuo infectado: paciente en el que se detectaron Acs IgG en suero contra determinado HVs

(e.g. lgG anti-HVH-6 positivo).

Infeccién primaria: deteccion de Acs IgM en el suero de pacientes en ausencia de Acs IgG. En

los marcadores serolégicos del CMVh se considero IgM positivo + IgG negativo. En la infeccion
primaria por el VEB se considero el siguiente patron serologico: IgM-VCA positivo + 1gG-VCA
negativo + IgG- EBNA-negativo.

Reactivacion viral: cuando se detectaron Acs IgM e IgG contra CMVh. En cambio, para el VEB

el patron serolégico fue: IgM-VCA positivo + IgG-VCA positivo + IgG-EBNA positivo.

33



Infeccién latente: cuando se detectaron Acs IgG a cualquiera de los HVs en ausencia de Acs

IgM en el suero. En el caso especifico del VEB: IgM-VCA negativo + 1gG-VCA positivo + IgG-
EBNA positivo.

Segun los resultados de la serologia del HVH-6 solo se definié si el paciente estaba infectado o no
por este agente, pues solo se investigd la presencia de Acs IgG en el suero.

1.6.2.2. qRT-PCR de HVs linfotropos en ganglios linféticos y saliva

Con el objetivo de lisar los fragmentos de ganglios linfaticos, se afiadieron 10 mg del tejido
congelado de cada paciente en tubos plasticos estériles de 2 mL que contenian 180 L de
tampon de lisis (ATL) del estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania) y una

perla de acero inoxidable de 5mm (QIAGEN, Alemania). Los tubos se colocaron entonces en el

equipo Tissue Lyserll (QIAGEN, Alemania) en el que se les aplicd una frecuencia de 30 Hz
durante 30 min. El homogenizado obtenido se sometié a extraccion manual del ADNg segun las
recomendaciones del fabricante en el protocolo de extraccién de ADN a partir de tejido de este
estuche comercial. Asimismo, se realizé extraccion de ADN a partir de 200 L de saliva segun el
protocolo de extraccion de fluidos y células del mismo estuche comercial. EI ADN purificado se
almaceno a -20 °C hasta su amplificacion selectiva a través de gRT-PCR.

La CV del HVH-8, CMV, HVH-6 0 VEB se determiné en muestras de saliva y tejido de pacientes
con Sindrome Adénico mediante protocolos especificos de gRT-PCR. Para cuantificar el ADN del
HVH-8 se empled el protocolo normalizado en el acapite 111.5.2, mientras que para determinar la
CV del CMVh, HVH-6 y VEB se emplearon estuches individuales de la casa comercial TIB MOL
BIOL (Alemania) segun las recomendaciones del fabricante. En todos los ensayos de qRT-PCR
se utilizé la plataforma LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics, Alemania). Los protocolos comerciales
que se emplearon utilizan dos sondas de hibridacion, una reconoce la secuencia homologa del
agente viral y la otra una secuencia del control interno de la reaccién. Cada sonda emite
fluorescencia a diferente longitud de onda que se identifica en el equipo por canales especificos.
Ademés cada estuche incluye diluciones de ADN estandar desde 10° hasta 10 copias. Los
resultados de la CV se informaron en nimero de copias por microlitro (copias/uL) y el limite de

deteccion de estos protocolos de gRT-PCR es de 10 copias.
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ll.7. Caracterizacion molecular del HVH-8 en pacientes con algunas enfermedades
asociadas con este agente
l1.7.1. Universo de estudio

l.7.1.2. Pacientes y muestras clinicas

En el presente estudio se incluyeron todos los pacientes seropositivos al VIH-1 con diferentes
enfermedades asociadas con la infeccion por el HVH-8 que se diagnosticaron durante el periodo
2005-2011 en el Laboratorio de ITS del IPK (Tabla I11.2).

Tabla lll.2. Muestras clinicas colectadas de pacientes con enfermedades asociadas al HVH-8.
Enfermedades asociadas Liquido de Ganglio

con lainfeccion por el HYH-8 Tejido efusiéon linfatico Saliva
SK-SIDA 37 - 2 -
LEP - 3 - -
LNH - - 1 -
LH - - 1
HLTV - - 1 -
Linfadenopatia relacionada con - - 2 -
el SIDA
Total 37 3 6 1

Los pacientes con LEP que se incluyeron en esta investigacion constituyen los tres primeros
casos de este tipo de linfoma que se diagnostican desde el inicio de la epidemia del VIH en Cuba.
Finalmente, se incluyeron 46 pacientes en los que se identificd en genoma del HVH-8 en alguna
muestra clinica. Es valido aclarar que uno de los pacientes contribuyé con dos muestras, ya que a
los seis meses de habérsele diagnosticado el LEP en el pericardio, acudié a consulta por
Sindrome Adénico causado por un SK ganglionar. Debido a que el subtipo y CV del HVH-8 se
amplificd en momentos diferentes, incluso en distintas patologias, estos datos se incluyeron de

forma independiente en el analisis estadistico.

[1.7.2. Extraccion de ADN de muestras clinicas

Para la lisis del tejido y extraccion del ADNg se siguio la metodologia descrita previamente en el
acapite 111.6.2.2. En cuanto a los liquidos de efusion de los pacientes con LEP y la muestra de
saliva se siguio el protocolo de purificacion de ADN de fluidos organicos del estuche comercial
QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania), segin las recomendaciones del fabricante. El ADN

purificado se almacend a -20 °C hasta su amplificacion selectiva a través de PCR.
l1.7.3. gRT-PCR para la cuantificacion del HVH-8
Para determinar el nimero de copias del HVH-8 en el ADN purificado a partir de las muestras del

tejido y fluido se empleo el protocolo normalizado en el acapite 111.5.2.
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l1.7.4. PCR del fragmento del gen ORF-K1 del HVH-8 para secuenciacion nucleotidica
Para la secuenciacion nucleotidica de un fragmento del gen ORF-K1 se emplearon los cebadores
y el protocolo de PCR publicado previamente por Zong y colaboradores (182). Durante la primera
reaccion se amplifico, directamente de las muestras clinicas, un fragmento de 870 pb de la region
codificante del gen ORF-K1 (nt 105 al nt 974) utilizando los cebadores LGH2089 (5-GTT CTG
CCA GGC ATA GTC-3) y LGH2088 (5-AAT AAG TAT CCG ACC TCAT-3). Este producto
amplificado se sometid entonces a la amplificacion secundaria de un fragmento de 647 pb con los
cebadores LGH2508 (5-AGA TAC CAC ACATGG TT-3) y LGH2090 (5-GAG TGATTT CAA
CGC CTT AC-3) que cubren las dos regiones variables (RV1y RV2).
Cinco microlitros del ADNg de muestras clinicas se afiadieron a tubos de reaccion con 45 L de
una mezcla de reaccion que contenia: 10 mM Tris—HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 4 mM MgCl,,
200 uM de cada deoxinucledtido trifosfatado, 20 pmoles de cada juego de cebadores (primera
reaccion LGH2089-LGH2088; segunda reaccion LGH2090-LGH2508) mas 2.5 U de Tag DNA
polimerasa (Roche Diagnostics, Alemania). Dos microlitros del producto amplificado durante la
primera reaccion se sometieron a la amplificacién secundaria con los cebadores especificos.
Después de un paso inicial de desnaturalizacion del ADN a 94 °C durante 2 min se programaron
40 ciclos consecutivos de reaccion en el siguiente orden: desnaturalizacion a 94 °C por 1 min,
hibridacién de los cebadores a 50 °C por 1 min y un paso de extensiéon a 72 °C por 2 min. Se
afadid, un paso final de elongacién durante 5 minutos a 72 °C.
Finalmente, los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal en gel de agarosa al
2 % tefido con Bromuro de Etidio (0.5 pg/mL), visualizandose en transiluminador de luz UV. Los

productos de PCR obtenidos se purificaron mediante el estuche comercial MiniElute™ Purification

Kit (QIAGEN, Alemania), segun las recomendaciones del fabricante. La concentracion de los
productos purificados de PCR se evalué mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al
2 % tefiido con Bromuro de Etidio (0.5 ug/mL) con posterior visualizacion en transiluminador de
luz UV.

1.7.5. Secuenciacion nucleotidica

Para la secuenciacion del fragmento amplificado se empled el estuche comercial de la casa

comercial Beckman Coulter, EUA; segun las recomendaciones del fabricante. Cien fentomoles de

los productos de la segunda reaccion de PCR se afiadieron a 2 tubos de PCR que contenian la
siguiente mezcla de reaccion: 5 pmol del cebador, 8 L de reaccion de secuencia (DTCS Quick
Star Master Mix, EUA) y H,O hasta un volumen final de 20 pL. En uno de los tubos se afiadio el

cebador sentido positivo y en el otro el cebador con sentido negativo (LGH2090 y LGH2508), por
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tanto, por cada paciente se realizaron dos reacciones de amplificacion para secuenciacion
nucleotidica. La reaccion de secuencia tuvo lugar en termociclador en el que después de un paso
inicial de 96 °C por 2 min se programaron 50 ciclos de reaccion en el siguiente orden: 20 seg a
96 °C, 20 seg a 50 °C y 4 min a 60 °C. Los fragmentos obtenidos se purificaron segun las

recomendaciones del fabricante del estuche comercial Beckman Coulter, EUA. Al final, los

productos purificados de la reaccién de secuencia se resuspendieron en 40 pL de formamida que
se separaron por electroforesis capilar en el secuenciador automatico Beckman Coulter

CEQ8800; EUA.
l1.7.6. Andlisis de la secuencias

Una vez concluida la electroforesis capilar se comprobo si el fragmento amplificado coincidia con
el ORF K1 del HVH-8. Para comprobarlo se realiz6 una busqueda inicial con el localizador de
secuencias nucleotidicas BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de los EUA

(NCBI siglas del inglés National Center for Biotechnology Information). Una vez concluida esta

verificacion, se empalmaron y editaron manualmente las secuencias obtenidas con ambos
cebadores sentido positivo y negativo mediante el programa MEGA version 4 (183). Para esto se
utilizaron las secuencias de cepas de referencias obtenidas en el Banco de genes de los EUA.
Las nuevas secuencias del HVH-8 gue se identificaron en las muestras clinicas de los pacientes
incluidos en la presente investigacion se depositaron en el banco de genes mediante el programa
Sequin version 11.0. Los arboles de maxima verosimilitud se estimaron en PAUP 4.0 y el mejor
modelo de sustitucion nucleotidica se selecciono a través del programa Modeltest 3.7 (184). El
arbol resultante se edité mediante el programa Dendroscope (version 2.7.4) (185).

1.8. Andlisis estadistico

Con el objetivo de comparar la frecuencia de los casos en los que se detectd el ADN de alguno de
los HVs en el LCR de pacientes seropositivos al VIH-1, antes y después de la introduccion de la
TARVAE se utilizaron datos previamente publicados por Kouri y colaboradores en el afio 2000
(186). Mediante métodos de estadistica descriptiva se analizaron las variables a través del
paquete estadistico SPSS 11.5. Se construyeron tablas de contingencia y se calculé Chi
cuadrado, estimandose la razon de prevalencia.

En el procesamiento y analisis estadistico de los resultados de la CV del HVH-8 en pacientes con
SK-SIDAYY sus contactos (acapite 111.5) se emplearon los paquetes estadisticos SPSS 11.5 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA) y Statgraphic. Se realizaron pruebas de comparacion de proporciones
entre las medias, se calcul6 Chi cuadrado y el coeficiente de correlacién de Pearson para un 95%

de confiabilidad. Los resultados se analizaron de dos formas:
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Resultados Cualitativos: permitieron valorar la frecuencia de infeccion por el HVH-8. Tras

realizar el gRT-PCR de todas las muestras clinicas, se consideraron casos positivos (sinénimo de
infeccion) a todos los individuos en los que el sistema detectdé méas de 10 copias del ADN del
HVH-8 en al menos una de las muestras analizadas. Se consideraron casos negativos 0 no
infectados a todos aquellos individuos en los que no se detectd el genoma de este virus en
ninguna de las muestras analizadas (CV del HVH-8 ndt).

Resultados Cuantitativos: valor numérico de la CV del HVH-8 que se detectd mediante el qRT-

PCR en alguna de las muestras clinicas analizadas.

Sin embargo, en el estudio de la infeccion por HVs linfotropos en pacientes seropositivos al VIH-1
con Sindrome Adénico (acépite 1ll.6) se confeccion6 una base de datos con la informacion
recogida en las encuestas individuales, asi como de las HC individuales mediante el paquete
estadistico IBM_SPSS _Statistics version 19. Se construyeron tablas de contingencia y se

compararon las variables utilizando la prueba de Chi cuadrado o de Fisher segun correspondiera,
se consideraron significativos los valores de p menores de 0.05. El riesgo se estimd con un
intervalo de confianza del 95%. Para comparar los valores de la CV de los HVs linfotropos entre
los diferentes compartimentos se empled la prueba de ANOVA y en caso de significacion
estadistica se realiz Prueba de Tukey con un nivel de significacion de 0.05.

Del mismo modo, en el estudio de los subtipos y la CV del HVH-8 (acapite 111.7) se confecciond
una base de datos con la informacién recogida de cada paciente mediante el paquete estadistico
IBM SPSS Statistics version 19. Se construyeron tablas de contingencia y se compararon las

variables utilizando la prueba de Chi cuadrado o de Fisher segun correspondiera, se consideraron
significativos los valores de p menores de 0.05. El riesgo se estim6 con un intervalo de confianza
del 95%. Para comparar los valores de la CV del HVH-8 en el tejido entre los diferentes subtipos,
incluso entre las diferentes patologias se empled la prueba de ANOVA y en caso de significacion
estadistica se realizd Prueba de Tukey con un nivel de significacién del 0.05. En la comparacion
de la CV del HVH-8 en tejido se excluy6é al paciente con diagnéstico de LH por haberse
cuantificado y secuenciado a partir de una muestra de saliva.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Infeccion por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con SNI

Se reporta que entre el 30 y el 70% de los pacientes con SIDA presentan sintomas neurologicos
(187). Los resultados de las necropsias han permitido reconocer que es el cerebro el segundo
organo gque con mayor frecuencia resulta afectado en estos pacientes (188). Entre las principales
causas infecciosas que afectan el SNC de este grupo poblacional se encuentran los HVs
humanos, los que pueden actuar como cofactores en la progresion de la infeccion por el VIH
mediante las interacciones que establecen con ese retrovirus (189).

El escenario para los pacientes y médicos de asistencia cambié con el advenimiento del PCR ya
gue esta técnica permite identificar el agente etiologico en menos de 24 hrs. El diagnéstico rapido
también favorece el empleo de la terapéutica antiviral oportuna y especifica con mejor
recuperacion del paciente. Aln mas, Su USO evita que aparezcan manifestaciones
neuropatologicas de larga duracion (190, 191). Es por ello que actualmente constituye la
herramienta diagnostica mas importante en el manejo de los pacientes con SNI, aungue por
razones éticas, no se ha validado su sensibilidad y especificidad en comparacion con la biopsia
cerebral que se consideraba la técnica de oro (192).

IV.1.1 Frecuencia de infeccion por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con
SN tras laintroduccion de la TARVAE
En el presente estudio se identifico la infeccion por HVs mediante el PCR anidado mdltiple en 25

de los 241 individuos seropositivos al VIH-1 (10.4%). Algunas de las caracteristicas demogréficas
de dichos pacientes se muestran en la tabla IV.1. EI SNI por HVs aparecié con mayor frecuencia
en hombres de piel blanca cuyo promedio de edad fue de 31.7 afios (Rango: 23-45). Las
caracteristicas generales de los pacientes seropositivos al VIH con SNI por HVs coinciden con los
datos que caracterizan a la epidemia cubana de VIH. De forma general, se ha reconocido que la
proporcion hombre-mujer es de 4:1, que es mas frecuente la infeccion por el VIH en HSH de piel
blanca. Se ha descrito por algunos autores que la epidemia de Cuba es la de menor prevalencia

en las Américas y una de las mas bajas a nivel mundial (35, 193); aunque hace algunos afios, de
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Arazoza y colaboradores sefialaron que la infeccion por el VIH mostraba una tendencia hacia el
incremento a partir del afio 1996 (194).
Tabla IV.1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion (2001-2005).

Variables No. %

15-24 1 4

Grupos por edad 25-34 16 64
(anos) 3544 6 24
4554 2 8

Sexo Femen?no 6 24
Masculino 19 76

Blanco 19 76

Color de la piel Mestizo 2 8
Negro 4 16

Fuente: Historias clinicas individuales, IPK

La media del conteo de linfocitos T CD4+ que se realiz6 cerca del momento de presentacion de
los sintomas neurolégicos fue de 137 célimm?® (Rango: 10 - 463 cél/mm®). De acuerdo con la
definicion clinica de caso SIDA (195) el 92% de los pacientes con diagnostico de infeccion por
HVs en el SNC se clasificaron en estadio C3, de los que solo el 37.5% presentd conteo de
linfocitos T CD4+ por encima de 200 células. En el presente estudio se encontré una asociacion
significativa entre la muerte del paciente a causa del SNI por HVs y el conteo de CD4 inferior a
200 células (p<0.05), con lo que se resalta la importancia de la inmunidad celular en el control de
la infeccion por estos agentes (196). La CV del VIH-1 sélo estuvo disponible en 10 de los 25
pacientes, con un valor medio de 125 243 copias/mL (Rango: 530 -740 000). El 70% de los
pacientes presentd valores de CV del VIH-1 por encima de 55000 copias/mL y el 75% recibia
TARVAE antes del inicio de los sintomas de la afeccién neurolégica; tres de ellos tenian
documentada mala adherencia al tratamiento (12%).

El 10.4% de los LCR incluidos en la presente investigacion resultd positivo a la infeccion por HVs.
Sin embargo, Quereda y colaboradores en el afio 2000, demostraron que durante el periodo
1992-1998 en Esparia estos agentes fueron los responsables del 34% de las infecciones del SNC
en pacientes infectados con el VIH-1 antes del inicio de la TARVAE (197). No obstante, hay que
resaltar que otros autores a nivel internacional reconocen que existe variabilidad en la incidencia
del SNI por HVs en individuos seropositivos al VIH-1 en distintas areas geograficas (198, 199). En
Cuba, previamente se encontrd que los HVs fueron los agentes etioldgicos del SNI en el 22.5%
de los pacientes seropositivos al VIH-1 durante el periodo 1996-1998 (186). Al comparar dicha
frecuencia con el 10.4% que se detecto en la presente investigacion (Periodo 2001-2005) se
podria pensar que, tras la introduccion de la TARVAE, se produjo una reduccion en la frecuencia

del SNI por HVs en estos individuos. Sin embargo, al comparar la frecuencia anual del SNI por
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HVs en pacientes seropositivos al VIH-1 en Cuba se observa que su frecuencia se mantiene
fluctuante (Figura IV.1). Esto sugiere que el comportamiento observado es independiente de la
introduccion de la TARVAE.
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Figura IV.1. Distribucién anual del porcentaje de deteccion de HVs mediante PCR anidado muttiple en LCR

de individuos VIH positivos, antes y después de la introduccion de la TARVAE en Cuba (1996-2005).
Fuente: Libro de entrada del Laboratorio de ITS, IPK

Desde el afio 1997 comenzo a producirse una reduccion en el porcentaje de identificacion de HVs
en el LCR de pacientes seropositivos al VIH hasta llegar a identificarse en el afio 2001 la cifra
menor, que coincidio con la introduccion de la TARVAE en Cuba. Sin embargo, durante el 2001 el
nimero de pacientes que recibian TARVAE era inferior a 400 (35), por lo que otros factores
debieron haber incidido en la disminucion en la incidencia de SNI por HVs. Esta tendencia a la
reduccién no se mantiene de igual forma a lo largo del periodo 2001-2005 ya que se identificaron
cifras superiores al 20% en los afios 2004 y 2005. Por todo lo anterior se plantea que, desde que
se introdujo la TARVAE hasta el afio 2005, se mantuvo una frecuencia variable de infeccion por
HVs en el sistema nervioso de individuos seropositivos al VIH-1. Entonces, el impacto de la
terapia en la incidencia del SNI por HVs se deber& evaluar en investigaciones futuras, pues no fue
hasta el afio 2003 cuando se logré el 100% de cobertura con medicamentos antiretrovirales
genéricos. Los resultados obtenidos en el presente estudio denotan que la infeccién del SNC por
HVs continda siendo una causa importante del SNI en este grupo poblacional. Su diagnéstico
debera realizarse mediante técnicas sensibles de biologia molecular en el LCR de individuos con
signos y sintomas de SN, independientemente del uso de antiretrovirales.

A diferencia de lo reportado por otros autores (200-202), Maschke y colaboradores no
encontraron cambios significativos en la incidencia de encefalitis por CMVh entre dos grupos de
individuos seropositivos al VIH-1, uno de ellos recibia tratamiento con antirretrovirales y el otro no
(203). Otros autores sefialaron el efecto transitorio del uso de la terapia en pacientes severamente
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inmunodeprimidos antes de comenzar el tratamiento (204, 205). En ellos el uso de los ARV
conduce a una proteccion inadecuada a largo plazo contra la enfermedad por CMVh ya que la
respuesta inmune contra este agente disminuye a los 3 6 5 afios de iniciada la terapia. AUn mas,
varios autores han descrito el efecto inmunopatologico de la restauracion inmune tras la
introduccion de la TARVAE como causa de enfermedad (206). A esta entidad clinica se le
reconoce como Sindrome Inflamatorio por Inmunoreconstitucion (IRIS: siglas del inglés Immune

reconstitution _inflammatory syndrome). Los HVs estan entre los patdogenos que con mayor

frecuencia se asocian al IRIS de etiologia infecciosa (207, 208).

En la presente investigacion se detecto que el 44% de los casos de SNI por HVs fueron causados
por el CMVh. En orden de frecuencia le siguieron el VEB y las coinfecciones en el SNC por mas
de un HVs (Figura IV.2). Las coinfecciones que se identificaron en el SNC de los 4 pacientes
fueron: un paciente con CMVh/VEB vy los 3 restantes por VHS/CMVh. Hay que destacar que en
cinco pacientes también se identifico mediante la Técnica de Latex la coinfeccion por Criptococo.
En dos de ellos se detect6 el ADN del CMVh y en otros dos el genoma del VEB. En el tltimo de

estos pacientes también se identificé una coinfeccion del VHS con el CMVh.

mCMV ®mVEB ®HVH-6 i« VHS-1y2 m Coinfecciones

Figura IV.2. Frecuencia de deteccion de HVs en el LCR de individuos seropositivos al VIH-1 con SNI segiin

resultados de PCR anidada mdltiple (2001-2005).
Fuente: Libro de entrada del Laboratorio de ITS, IPK

La incidencia de la infeccion por HVs en el SNC varia de un pais a otro a pesar que el CMVh
constituye la causa mas frecuente de encefalitis en individuos seropositivos al VIH-1 que
evolucionan a SIDA (197, 209), sobre todo en aquellos con conteos de linfocitos T CD4™ muy
bajos (inferior a 50-100 céls/uL) (191). Varios autores reconocen que el CMVh es el HVs més
frecuente en ser detectado en el SNI de estos pacientes (198, 199). No obstante, otros como el
VEB, el VHS y el HVH-6 también se detectan con una frecuencia variable (186, 210, 211). La
identificacion del ADN del VEB en el LCR de pacientes SIDA también se ha considerado un
marcador prondstico para el desarrollo de algunos tumores cerebrales (211).

En la presente investigacion no se identificd ningin caso positivo al VVZ. La asociacion de este

agente con el SNI se ha reconocido como una rara infeccion oportunista que ocurre entre el 0.1 al
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4% de pacientes SIDA con enfermedad neurolégica (212). No obstante, otros autores han
obtenido resultados diferentes (213). Por otra parte, se plantea que las coinfecciones en el SNC
de pacientes VIH son frecuentes (133). Se han implicado varias asociaciones de agentes en la
génesis del SNI debido a la deteccion simultanea en el LCR de: méas de un miembro de la familia

Herpesviridae, un HVs con otro agente viral (JCV siglas del inglés JC virus) y un HVs asociado

con otros patdgenos (Criptococcus neoformans, Toxoplasma gondii) (214-216). Algunas de estas
asociaciones se identificaron en necropsias de adultos con SIDA, en los que no se sospechd ni se
diagnosticd este tipo de infeccién clinicamente ante-mortem. Ellas, posiblemente traducen la
interaccion patogénica de la infeccion viral y no viral en el SNC por mecanismos no identificados
aln (217, 218).

IV.1.2. Relacion de la infeccion por HVs en el SNC con el comportamiento clinico y
epidemioldgico del SNI de individuos seropositivos al VIH-1
Se estima que la infeccién por HVs en pacientes SIDA es indistinguible clinicamente, y no se han

identificado hasta el momento sintomas o signos clinicos especificos. Tampoco se han
identificado marcadores patognomoénicos en el LCR que permitan suponer el diagnostico
etiolégico viral especifico (219, 220). Entre las principales manifestaciones clinicas del SNI por
HVs que se encontraron en los pacientes cubanos que se estudiaron estuvieron: la fiebre, cefalea,
vomitos y los signos de focalizacion neuroldgica (Tabla IV.2).

Tabla IV.2. Principales manifestaciones clinicas de pacientes SIDA con encefalitis con PCR anidado multiple
positiva a HVs en LCR.

Sintomas y signos del SNI No. %
Fiebre 21 84
Cefalea 17 68
Vomitos 16 64
Signos de focalizacién neurolégica 7 28
Fotofobia 5 20

Coma 3 12
Conwulsiones 3 12

Sighos Meningeos 2 8

Fuente: Historias clinicas individuales, IPK
La identificacion de signos de focalizacion neurolégica se asocié con mayor riesgo de muerte

(RR=3; 1-11) (Tabla IV.3). Por tanto, su reconocimiento debe considerarse un signo de alarma en
el manejo y seguimiento del SNI producido por HVs en adultos cubanos seropositivos al VIH-1.
Sin embargo, no se identificd asociacion significativa entre el diagnostico especifico de un HVs y el
riesgo de muerte, el sexo, el color de la piel o la edad. Tampoco se identificd asociacion entre el
diagndstico viroldgico de la infeccion por HVs y la coinfeccion con Criptococo, 0 una manifestacion

clinica especifica.
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Tabla IV.3. Relacion entre los signos de focalizacion neuroldgica y el estado de los pacientes al egreso.
Estado al egreso

Fallecidos Recuperados Total
Signos de Si 4 3 7
Focalizacion
Neurolégica No 3 15 18
Total 7 18 25

Ademas se encontrd que aquellos individuos que se encontraban bajo TARVAE antes del inicio
de los sintomas del dafio neurologico tuvieron una mejor recuperacion de la infeccion que los que
no recibian antirretrovirales [p<0.05, OR: 10 (1.2-81)]. En concordancia con otros estudios (221,
222), los resultados de la presente investigacion evidencian el impacto favorable de la TARVAE en
pacientes cubanos seropositivos al VIH-1, en relacion con la recuperacion de la infeccion por HVs
en el SNC. (Tabla IV.4).

Tabla IV.4. Relacién entre el estado de los pacientes al egreso y la condicidn de recibir TARVAE o no.
Estado al Egreso

Fallecidos Recuperados Total

No 4 2 6

TARVAE Si 3 15 18
Total 7 17 24*

* Datos no disponibles en 1 de los 25 pacientes.

IV.2. Infeccion por HVH-8 en pacientes con SK-SIDAy sus contactos

En la tabla IV.5 se muestran las variables sociodemograficas de la poblacion que participo en el
presente estudio. En ambos grupos se observo un predominio del sexo masculino, de piel de

color blanca y mayor porcentaje de hombres que tienen sexo con hombres (HSH).
Tabla IV.5. Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion estudiada (2004-2007).

Variables SK-SIDA (N=49) Contactos SK (N=22)
Media de Edad 38.2 afios 36.5 afios
Sexo Femenino 2 (4,1%) Femenino 7 (31.8%)
Masculino 47 (95.9%) Masculino 15 (68.2%)
Blanca 35 (71.4%) Blanca 13 (59.1%)
Color de la Piel Mestiza 9 (18.4%) Mestiza 4 (18.2%)
Negra 5 (10.2%) Negra 5 (22.7%)
. 9 HT 5 (10.2%) HT 9 (40.9%)
Orientacion Sexual HM 44 (89.8%) HM 13 (59.1%)
e Si 49 (100%) Si 15 (68.2%)
Seropositividad al VIH . No 7 (31.8%)

Fuente: Historias clinicas individuales, IPK
En la tabla IV.6 se agrupan los principales datos clinicos de los pacientes seropositivos al VIH

estudiados. El SK-SIDA cutaneo fue el mas frecuente, y predominaron las lesiones en estadios
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tempranos (estadio macular y de placas). Otros autores han descrito previamente que en el
SK-SIDA predominan las lesiones en estadios tempranos (223, 224).

Tabla IV.6. Datos clinicos y de laboratorio de la poblacién estudiada (2004-2007).
SK-SIDA (N=49) Contactos (N=15)

Variables No. % No. %
Si 33 67.3 - -
SIDA por SK NG 16 7 - -
. Si 15 30.6 2 133
Debut clinico SIDA NG 2 694 13 6.7
Conteo de linfocitos T <200 21 42.9 4 26.7
CD4+ 200-499 21 429 9 60
célsimm® >500 7 14.2 2 133
CV del VIH* < 10000 23 54.8 5 455
copias/mL > 10000 19 452 6 545
SK segun localizacion Cutaneo 3 L4 - -
macroscoépica Mucocutaneo / 14.3 . -
Diseminado 7 14.3 - -
Estadio inicial 16 32.6 - -
SK segun diagnostico Estadio de placas 7 14.3 - -
histopatolégico Estadio Tumoral 14 28.6 - -
No clasificado 12 245 - -

* 7 pacientes con SK-SIDAY 4 contactos de pacientes con SK-SIDA no tenian realizada CV del VIH.
ndt: no detectable
Fuente: Historias clinicas individuales, IPK

El diagnédstico por gRT-PCR de la infeccion por el HVH-8 ha demostrado ser una herramienta
muy sensible y reproducible. En especial, aquellos protocolos que tienen por diana al gen
ORF-26. Este se expresa en las células fusiformes de todas las variantes clinicas y estadios
histologicos del SK (225, 226). Hasta el momento en el que se realizd esta investigacion no se
habia evaluado mediante RT-PCR la hip6tesis de la infeccion sistémica en diferentes fluidos y
células del HVH-8 en pacientes con SK-SIDA, asi como en contactos asintomaticos de estos
individuos. Los estudios sobre la patogenia de la infeccion y posibles vias de transmision del
HVH-8 han empleado técnicas anidadas de PCR a punto final. Estos sistemas anidados
aumentan la sensibilidad del sistema pero incrementan el riesgo de contaminaciones y no
permiten diferenciar entre una infeccion latente 0 litica (227, 228).

Através del presente estudio se logré normalizar un gRT-PCR para determinar la CV del HVH-8
en el Laboratorio de ITS del IPK. En primer lugar, se obtuvieron tres tipos de ADN estandar para la
construccion de las curvas patron. Se logré satisfactoriamente el clonaje del gen ORF26 en el
vector pTARGET™ en células electrocompetentes XL blue. El PCR del gen ORF-26 realizado al

ADN obtenido de 10 de las 20 colonias transformantes seleccionadas permitio reconocer que en
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nueve de ellas (45%) se amplifico el fragmento clonado (Figura IV.3). También se logré obtener los

productos purificados de PCR del gen ORF26 y el ADNg de la linea celular BCBL.
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Figura IV.3. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 4% de los productos del PCR cualitativo del
fragmento del gen ORF 26 que se realiz6 en 9 colonias recombinantes.

La obtencion del ADN estandar se considera uno de los pasos mas complejos para normalizar un
ensayo de gRT-PCR, ya que hasta el momento no se cuenta con estandares universales que
permitan estandarizar estos sistemas a nivel internacional (229). Estos ensayos se reconocen en
la literatura como gRT-PCR caseros (228) y constituyen la Unica alternativa con la que se podra
contar en un futuro préximo para la cuantificacion de agentes de relevancia clinica (151).
Actualmente, se comercializan con precios muy elevados algunos ensayos comerciales para un
limitado nimero de patégenos, dentro de los que se encuentran: el VIH-1, VHB, VHC, CMVh,
entre otros (230, 231).

De esta forma, los tres productos obtenidos en la presente investigacion (ADNp, productos
purificados de PCR y ADNQ) representan una fuente reproducible de ADN estandar para la
puesta en marcha del gRT-PCR para la cuantificacion del ADN del HVH-8 en el laboratorio de ITS
del IPK, en Cuba. Varios autores sefialan lo dificil que resulta obtener productos estables para la
cuantificacion por gRT-PCR, tanto por el tiempo que consume su produccién como por la
dificultad para cuantificarlos (232, 233). A pesar de ello, mditiples investigadores han utilizado
algunas de estas vias para su obtencion (234, 235).

La validez de los ADN estandares obtenidos se determiné mediante la comparacion de diferentes
parametros derivados de las curvas estandar construidas con cada uno de ellos. Los resultados
de la corrida del gRT-PCR de los tres ADN estandares mostraron una fuerte correlacion lineal
(r = -1) con valores muy bajos de error a lo largo de seis magnitudes de concentracién de ADN
diana en cada una de las curvas estandar construidas (Figura IV.4). Con esto se denota la
confiabilidad de los tres sistemas para la cuantificacion del HVH-8.

46



A Siope: 3.528 B " Slope: 3272
- Error 0.07 5 Error: 0.08
Infercept 3515 5 ’ infercept 4518
3 ro-1 a ri-1
£ F
= 2
& )
.Log Iéor‘lcn‘ﬂ‘l;a‘tlo.n e Lo};t:oncanmﬂon
'8 ” Slops: 4309
: Error 0.06

intercapt 4117
ro-1

Cycle Number

Log Concentration

Figura IV4. Curvas estandares construidas a partir de las diluciones en base 10 de los ADN estandares
obtenidos. A: empleando ADNg de la linea celular BCBL. B: a partir de los productos purificados de la PCR
del gen ORF26. C: utiizando el ADNp. Cycle number: representa el nimero del ciclo en el que se detectd
incremento de la fluorescencia por encima del umbral (Cp de la dilucion del ADN estandar). Log
Concentration: representa la concentracion logaritmica de cada dilucion del ADN estandar.

Histdricamente, las curvas estandar han sido el método de eleccion para determinar la
concentracion absoluta de ADN (229). Larionov y colaboradores afirmaron que si se utilizan
buenas préacticas de laboratorio es facil obtener curvas de suficiente calidad, siempre y cuando se
incluya un adecuado nimero y rango de diluciones de productos estandares (236). No obstante,
algunos autores cuestionaron el empleo de curvas estandar externas en la cuantificacion por
gRT-PCR. Segun ellos, este método sufre de variaciones inter-capilares que son incontrolables y
no monitoreables (237). Sin embargo, Niesters en el afio 2001 no encontrd variaciones en los
parametros de las curvas estandar construidas para cuantificar el ADN del CMVh (230). En
concordancia con ello, Kuhne y Oschmann demostraron la factibilidad de importar las curvas
estandares en diferentes corridas realizadas con equipos LightCycler (238), lo que fue
corroborado posteriormente por Arezi y colaboradores (239).

No existe hasta el momento un método consenso para evaluar las curvas estandar. El método
gue con mayor frecuencia se utiliza para evaluar la eficiencia del gRT-PCR se basa en el valor de
la pendiente de la curva (240). Se acepta que la eficiencia ideal se logra cuando este parametro
es igual a -3.33 (241). Como las diferencias en la eficiencia influyen negativamente en el calculo
del nimero inicial de copias, se propone por algunos investigadores que la eficiencia del
gRT-PCR se calcule a través de la formula; E = 10 5% (242, 243). En teorfa, la eficiencia ptima

del PCR debe ser igual a 2 ya que cada producto del PCR se replica una vez por ciclo. Sin
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embargo, se reconocid que mediante esta formula en algunos estudios se ha obtenido una
eficiencia superior al valor Optimo, lo que es practicamente imposible en la teoria de la
amplificacion del PCR (233). Por otra parte, otros autores recomiendan que la sensibilidad del
gRT-PCR se evalle a través de la intercepcion de la curva estandar. Segun ellos a menor valor
de este parametro mayor sensibilidad del ensayo (244-246).

Por todo lo anterior, se decidi6 evaluar las curvas estandares obtenidas segun los valores de
intercepcion y la pendiente de la curva. Se reconocié que la curva patrén construida con el ADNg
de BCBL mostr6 mayor sensibilidad (Intercept = 35.15) (Figura IV.4). No obstante, con ella y la de
los productos de PCR se obtuvieron valores de la pendiente mas cercanos al de maxima
eficiencia de amplificacion (Slope -3.33). El limite inferior de deteccion del gRT-PCR normalizado
varié entre los ADN estandares. Se encontrd6 que con la curva estandar del ADNp y la de
productos purificados de PCR se detectd hasta 100 copias. Por el contrario, con la curva estandar

del ADNg de BCBL se logré un limite de deteccion de hasta 10 copias (Figura IV.5).
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Figura IV.5. Limite inferior de deteccién del gRT-PCR normalizada para la cuantificacién del HVH-8 a partir
de: ADN plasmidico (ADNp), productos de PCR del gen ORF26 y empleando ADNg de la linea celular
BCBL. Cycle number: Nimero de ciclo; Log Concentration: Concentracion logaritmica.

Varios autores describieron que altas o bajas concentraciones de productos estandar pueden
afectar la relacion lineal del Cp en la curva estandar. Cuando se trabaja con concentraciones
elevadas es dificil establecer la linea basal de fluorescencia ya que a estas concentraciones el
valor del Cp se alcanza durante los primeros ciclos de amplificacion (229, 247). Del mismo modo,

se identificaron algunos factores que influyen de forma negativa en la deteccién y cuantificacion de
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concentraciones bajas de moléculas dianas (248). Entre ellos se encuentran: los errores en las
diluciones de los estandares por la distribucion estequiométrica de las moléculas (249), la labilidad
del ADN almacenado en soluciones a bajas concentraciones por largos periodos (250), y el uso
de viales plasticos que producen una reduccion del doble de la concentracion en soluciones con
bajo nimero de copias (251). Por este motivo, Ellison y colaboradores recomendaron que para
obtener una curva estandar éptima se incluyan las diluciones de los estandares en los que el
100% de sus réplicas sean detectados por el sistema. Con ello se evita el problema inherente al
trabajo con soluciones de baja concentracion de acidos nucleicos (247). No obstante se cuestiona
la importancia clinica que tenga una variacion de la concentracion en la CV inferior de 1 000
copias (230).

El gRT-PCR normalizado en el presente estudio probd ser muy especifico para la cuantificacion
del HVH-8 al no detectarse incremento por encima del umbral de fluorescencia en los capilares
gue contenian ADN extraido de las cepas de CMVh, VHS-2 y VVZ. Al comparar los parametros
de las curvas estandares obtenidos con los del protocolo original (176), se encontrd que con la
curva estandar del ADNg de BCBL se logré mejor eficiencia de la reaccion, incluso con mayor
sensibilidad. Esta diferencia se piensa esté relacionado con el empleo del MGB en el marcaje de
la sonda que se uitilizd en la investigacion actual. Se ha reconocido por varios autores que su
empleo garantiza una unién mucho mas especifica y estable a la secuencia diana del ADN (252,
253). Debido a los resultados obtenidos con esta curva estandar y por permitir detectar un menor
nimero de copias de secuencias dianas (10 copias de ADN) se decidié seleccionar el ADNg
como ADN estandar para cuantificar el ADN del HVH-8 en las muestras clinicas.

IV.2.1. Frecuencia de infeccion del HVH-8 y CV en diferentes muestras clinicas de
pacientes con SK-SIDAy sus contactos
Segun los resultados que se obtuvieron en la presente investigacion se conocié que el 98% de los

individuos cubanos con SK-SIDAYy el 72.7 % de los contactos asintomaticos estaban infectados
con el HVH-8. Segun el orden de frecuencia, el ADN del HVH-8 se detectd en muestras de tejido,
saliva, CMSP y plasma de pacientes con SK-SIDA (Figura IV.6); incluso en el 67% de ellos el
genoma de este HVs se amplificd en mas de dos muestras clinicas. La frecuencia de deteccién
del ADN del HVH-8 en muestras de tejido coincide con el reporte previo de Kennedy y
colaboradores, quienes emplearon un protocolo de qRT-PCR para su deteccion (254). Sin
embargo, existe variabilidad en la frecuencia de identificacion de su ADN en CMSP y plasma de
individuos con SK-SIDA residentes en América, Europa y Africa en la era post-TARVAE (rango
desde 30% al 82%) (255-259). Por otra parte, a pesar que los estudios iniciales realizados en
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pacientes con SK-SIDA sugirieron que el HVH-8 no estaba presente en la saliva de los mismos

(260), posteriormente se comprobd su presencia en este fluido (261).

B SK-SIDA Contactos

CMSP | 69,2% 68,2%0

Tejido 91,6%

Saliva 78% 63,6%0

Plasma m

Figura IV.6. Frecuencia de casos infectados por HVH-8 segun resultados del gRT-PCR en muestras
clinicas de pacientes con SK-SIDAy contactos sin evidencias clinicas de SK.

Muestras clinicas

La frecuencia de deteccion del ADN del HVH-8 fue similar en CMSP y saliva de contactos
asintomaticos, pero en las muestras de plasma fue menor (Figura IV.6). Ademas, se identifico su
genoma en mas de dos muestras clinicas del 59.1% de estos individuos (13/22). Asi se confirma
el hallazgo previo de nuestro colectivo sobre la presencia del ADN del HVH-8 en CMSP de
contactos sexuales de pacientes con SK-SIDA (36). Aun mas, afiaden por primera vez en Cuba
evidencias sobre la posible identificacion del genoma de este agente en diferentes muestras
clinicas de contactos asintomaticos y su posible impacto en la transmision de este virus
oncogeénico a traves de la saliva.

A pesar de que las investigaciones iniciales sugirieron que el HVH-8 se transmitia por la via sexual
y gue solo se detectaba en pacientes con SK, actualmente se reconoce gue su infeccion es mas
frecuente de lo que se penso (225). En este sentido, otros autores identificaron su excrecion a
través de la saliva de individuos seropositivos al VIH sin SK y algunos detectaron su ADN en
saliva y CMSP de HSH seropositivos al VIH y al HVH-8 (255, 262). Asimismo, se comprob6 que
puede excretarse en unién a otros HVs (CMV, HSV-1 y VEB) a través de la saliva de individuos
seropositivos al VIH sin SK, incluso mediante la saliva de pacientes con enfermedades
hematologicas malignas (93, 263). Es mas, su genoma se detecto en CMSP de adultos
seronegativos al VIH residentes en zonas de elevada prevalencia de infeccion del HVH-8 en
ausencia de signos clinicos de SK (264).

Uno de los hallazgos interesantes del presente estudio, lo constituye la deteccion del genoma del
HVH-8 en mas de 2 muestras clinicas diferentes de pacientes con SK-SIDA (67.3%) y en
contactos asintomaticos (59.1%). Hasta el momento, sélo se habia sefialado por algunos autores

que durante la oncogénesis del SK la infeccion viral sistémica podria jugar un papel importante,
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basandose en los hallazgos de algunos estudios en los que se analizaron de forma simultanea
por medio de PCR: muestras de lesiones tumorales y CMSP, muestras de suero y saliva de
pacientes con SK (265-267). Por tanto, los resultados obtenidos demuestran la validez de esta
hipdtesis y se confirma la presencia del virus en diferentes compartimentos de un mismo individuo
con o sin diagnostico de SK-SIDA.

IV.2.1.1. Cargaviral del HVYH-8 en pacientes con SK-SIDA

Cuando se compard la media de la CV del HVH-8 entre las muestras de plasma, saliva, CMSP y
tejido se encontraron valores significativamente superiores en este Ultimo compartimento
(p <0.05) y aunque la CV que se detect6 en las muestras de saliva fue superior a la encontrada
en CMSP, la diferencia no fue significativa (Figura IV.7). No obstante, los valores de CV que se
encontraron en saliva y CMSP fueron superiores a los que se determinaron en las muestras de
plasma (p < 0.05). Estas diferencias traducen la existencia de un grado variable de replicacion del

HVH-8 en diferentes células y fluidos organicos.
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Figura IV.7. Logaritmo de la CV del HVH-8 detectada por gRT-PCR en muestras clinicas de pacientes
con SK-SIDA.

Inicialmente algunos autores detectaron el ADN del HVH-8 en la piel normal de individuos con SK-
SIDA (268, 269) pero luego se reconocié que la CV en el sitio de la lesién es mayor (270, 271). Se
estima que por cada célula fusiforme hay de 1 a 5 copias del genoma de este radinovirus humano
(272), lo que conlleva al mantenimiento eficiente y propagacion del ADN episomal durante la
division y migracion de las células endoteliales (273). En los pacientes coinfectados por HVH-8 y
VIH se incrementa tanto la incidencia del SK-SIDA como su agresividad con tendencia a
diseminacion hacia organos internos (274). Mediante estudios in vitro se encontré que ambos

patdgenos establecen interacciones moleculares entre si que repercuten en su replicacion (275).
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Asi se reconocié que la proteina Tat del VIH induce la replicacion del HVH-8 y estimula la
proliferacion de células fusiformes, en las que también inhibe la apoptosis (276, 277). A este efecto
se afade la estimulacién en la produccion de citoquinas inflamatorias y el deterioro de la
respuesta inmune del hospedero inducida por el VIH (278, 279). Por tanto, estos mecanismos
crearian las condiciones necesarias que favorecen la replicacion del HVH-8 en el sitio del tumor, lo
gue se traduce en el nimero de copias significativamente superior que se detecté en las muestras
de tejidos de los pacientes con SK-SIDA. Es mas, Pak y colaboradores encontraron que la CV en
del HVH-8 en las lesiones del SK-SIDA es superior a la que se detecta en lesiones de otras
variantes clinicas del SK (280).

Al comparar la CV del HVH-8 entre tejidos embebidos en parafina con la que se detecto en tejidos
frescos, se encontrd que el nimero de copias en los Ultimos fue significativamente superior
(p = 0.003). Este hallazgo no se habia reportado previamente en estudios relacionados con el
HVH-8. Algunos autores aceptan que el tejido almacenado en congelacion, alin por largos
periodos, es el material idoneo para conservar el ADN (281, 282). Otros autores comprobaron
gue durante la conservacién del tejido embebido en parafina se puede producir una degradacion
masiva del ADN, quizas por la progresiva acidificacion de la formalina en acido formico (283-285).
Es por ello que segun los resultados obtenidos sugerimos emplear muestras de tejido fresco para
determinar la CV del HVH-8 por qRT-PCR. Hammock y colaboradores publicaron resultados
similares (286) y quizas esta sea la razon por la que Bezold y colaboradores concluyeron que la
CV del HVH-8 es baja en las lesiones de SK embebidas en parafina (287).

A pesar de los avances producidos en el estudio de la infeccion por el HVH-8 no se ha definido la
patogenia de su infeccion y aln existen puntos de vistas discordantes. Se acepta que después
que un individuo desarrolla Acs contra el HVH-8 (seroconversion) su infeccion persiste durante
toda la vida, etapa en la que alternan ciclos de replicacion litica con periodos de latencia viral
(288). Sin embargo, no se han identificado ni los mecanismos que regulan la latencia ni los
factores que detonan su replicacion activa. Tampoco se ha comprobado si el estado latente en el
gue se encuentra el HVYH-8 en las células fusiformes persiste durante un periodo indefinido, o si el
virus necesita reinfectar nuevas células endoteliales de forma continua para persistir por periodos
indefinidos (289).

Varios autores aceptan que los genes virales que se expresan durante el ciclo replicativo litico
contribuyen a la patogenia del SK, favorecen el mantenimiento y la progresion del tumor (290-
292). Esta hipdtesis se formuld en base a varios mecanismos. Uno de ellos se relaciona con la

ineficiente retencion del genoma latente viral (episoma) en las células en division (no linfocitos B)
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(290). Asi se postuld que el HVH-8 in vivo necesita reinfectar de forma periddica a células
endoteliales para persistir en el hospedero (289). También se sefial6d que in vitro los inhibidores de
la ADN polimerasa inducen una reduccion en la produccion de particulas virales (293). La
replicacion litica a nivel de la lesion podria entonces promover la infeccion de los linfocitos B y de
nuevas células endoteliales con lo que se produce el incremento de la CV del HVH-8 y se
favorece la progresion del tumor (294). Interesantemente, se identifico que las células de las
lesiones del SK y del LEP corresponden con la expansion monoclonal de una célula infectada.
Esto permitié afirmar que la infeccion por el HVH-8 antecede al desarrollo del tumor y por tanto
apoya la presencia del genoma viral en estado latente durante la proliferacion de la célula
transformada (295).

Esta hipétesis se comprobd posteriormente por Asahi-Ozaki y colaboradores en el 2006, quienes
encontraron que la CV del HVH-8 fue mayor en las células endoteliales de estadios iniciales
(272). De esta forma el HVH-8 es capaz de inducir el crecimiento anormal de estas células que
produce el engrosamiento de los vasos sanguineos. Otros autores detectaron ARNm de Ags
liticos en el 1% de las células tumorales (291, 296-299) y afirmaron que existe variabilidad en su
expresion entre individuos, incluso entre los estadios del SK. Los ARNm liticos se correlacionan
con la fraccion de células infectadas que inician un ciclo litico de replicacion del HVH-8. El hecho
de que se hayan detectado traduce la existencia de un nimero de células en el tumor que
soportan la infeccion litica de este HVs, por lo que la CV seria significativamente mayor.

Seria valido sefalar que las investigaciones iniciales en las que se planteé que la deteccion del
ADN del HVH-8 en las células infectadas se corresponde con la amplificacion del genoma latente
emplearon protocolos cualitativos de PCR. En dichos estudios se emplearon muestras de tejido
embebidas en parafina almacenadas por periodos prolongados de tiempo. Los resultados del
presente estudio demuestran la limitacion inherente a esta forma de conservacion del tejido.
Entonces se hace necesario reevaluar el uso de la CV del HVH-8 en el diagnéstico y monitoreo
de la infeccion por este agente en muestras de tejido fresco almacenadas en congelacion. En los
estudios de la infeccién por otros HVs en diferentes grupos de riesgo se ha demostrado el valor
de la CV en la diferenciacion entre una infeccion latente de una litica (241, 300, 301).

En estudios posteriores se identificd que las células progenitoras endoteliales de estadios tardios

(late-EPCs: siglas del inglés Late endothelial progenitor cells) aisladas de las CMSP de individuos

con SK clasico fueron capaces de soportar la infeccion litica del HVH-8 por lo que se considera
que constituyen un importante reservorio de este agente (140). Estas células contribuyen de

manera directa con la neovascularizacion (302-304), derivan de la fraccion CD14 de las CMSP y
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son capaces de formar capilares in vitro. Se piensa que constituyen la principal fuente de las
células progenitoras endoteliales in vivo (305-309). A través del qRT-PCR se demostré que la CV
del HVH-8 es alta en el sobrenadante del cultivo de estas células en ausencia de estimulacion, lo
que indica que soportan la replicacion litica del HVH-8 y que éste a su vez se propaga en el cultivo
por ciclos repetitivos de infeccion de novo (140). Estudios pioneros como estos son de crucial
importancia para la comprension de la patogenia de la infeccion por el HVH-8, quizas contribuyan
a reevaluar algunos conceptos que actualmente encuentran a su paso hechos que los
contradicen, ademas reafirman la ocurrencia de la infeccion litica del HVH-8 que se enunciara
anteriormente.

En concordancia con los resultados obtenidos en la presente investigacion, otros autores
identificaron el ADN del HVH-8 en muestras de saliva de pacientes con cualquiera de las
variantes clinico-epidemiolégicas del SK (310-312); incluso con valores elevados de CV (100,
311). Con ello se sugiere que este fluido constituye la principal via por la que se transmite este
virus a un hospedero susceptible, como sucede en el resto de los HVs (93). No obstante, todavia
no se ha podido dilucidar el modo en el que tiene lugar este evento. En la presente investigacion
se reconoce gue los pacientes cubanos con SK-SIDA representan un importante reservorio del
HVH-8 en nuestro medio. Esto pudiera guardar relacion con el porcentaje de infeccion que se
encontrd en los contactos de estos pacientes y quizas con el incremento del nimero de casos del
SK en poblacion VIH (313). No obstante, en futuras investigaciones habria que evaluar su posible
impacto en la transmision a individuos inmunocompetentes. Especialmente si otros autores han
llegado a identificar particulas infectivas de este agente en la saliva (314) y se ha logrado su
aislamiento en lineas de linfocitos B a partir de este fluido (315).

Los valores de CV del HVH-8 que se detectaron en CMSP de pacientes con SK-SIDA pudieran
traducir variaciones en la estrategia replicativa que este virus emplea en diferentes sitios
anatomicos (tejido vs CMSP; plasma vs CMSP; saliva vs CMSP; etc). Los valores de CV en
CMSP contrastan con los detectados en el sitio de la lesion, en el que existe un alto grado de
proliferacion de células endoteliales. Ello permitiria sugerir que el HVH-8 circula en CMSP en
forma latente (256, 316) y justificaria el hecho de que en estas células la CV sea mayor a la que
se detecto en el plasma de los pacientes con SK-SIDA (258). Sin embargo, los hallazgos hasta el
momento son controversiales y se desconoce si el ADN del HVH-8 que se detecta en CMSP es
resultado de la reactivacion y replicacion del virus, o si corresponde con la expansion de las

células B latentemente infectadas (288, 317).
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Varias hipotesis se elaboraron con vistas a explicar las diferencias encontradas entre estudios que
han determinado la CV del HVH-8 en plasma. El primer aspecto a tener en cuenta es el escaso
nimero de estudios, pues en la mayoria se cuantifica el genoma de este HVs en CMSP (318).
Algunos autores detectaron su ADN de forma intermitente en plasma (319), mientras que otros
reportaron que esto sucede solo cuando la CV en CMSP era alta (256). Es valido reconocer que
en otras infecciones por agentes virales se considera la CV en plasma o suero como la mejor via
para estimar el progreso de la infeccion (320-322). Sin embargo, en la infeccién por el HVH-8 no
parece ser asi. La CV del HVH-8 en el plasma siempre se ha determinado después del
diagnéstico del SK 6 en pacientes bajo tratamiento, por medio de diferentes técnicas (256). Es por
ello que, en concordancia con otros autores (318), se considera que no se puede llegar a
conclusiones categoricas sobre la presencia del HVH-8 en plasma, ni acerca del papel que juega

este fluido en la patogenia de la infeccion antes de la formacion del tumor.

Las diferencias que se encontraron en los valores de CV del HVH-8 entre diferentes muestras
clinicas demuestran que existen diferencias en su estrategia replicativa en sitios anatomicos
distantes. Asimismo, debido a los hallazgos en la frecuencia de deteccion del ADN del HVH-8
entre ellas, se reconoce que cualquiera de las muestras estudiada es Util para saber si un
individuo esta infectado o no por este HVs. No obstante, si no se puede identificar su ADN en el
tejdo se deberan analizar al menos dos muestras clinicas en momentos diferentes,
preferentemente CMSP y saliva. Esto guarda relacién con los reportes que se comentaron
anteriormente en los que se evidencio su excrecion intermitente en fluidos organicos.

IV.2.1.2. Cargaviral del HVYH-8 en contactos sin evidencias clinicas de SK

Antes de iniciar el andlisis de este acapite es importante destacar que no se han publicado
previamente estudios de contactos de pacientes con SK-SIDA con los que se pueda comparar los
resultados obtenidos en la presente investigacion. Este estudio representa el primer estudio a
nivel internacional en el que se evalla por qRT-PCR de manera simultanea la frecuencia de
deteccion y CV del ADN del HVH-8 en diferentes muestras clinicas de contactos de pacientes con
SK-SIDA.

Al comparar la CV del HVH-8 que se detectd en las muestras estudiadas se encontr6 que el valor
medio de la CV en saliva y CMSP fue significativamente superior al que se encontré en plasma
(p < 0.05). Por otra parte, aunque se reconocio que la CV del HVH-8 en las muestras de saliva fue
mayor que en CMSP, esta diferencia no fue significativa (p > 0.05) (Figura 1V.8). Casper y

colaboradores detectaron excrecion intermitente del HYH-8 con altos valores de CV en la saliva
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de HSH seronegativos al VIH en ausencia de signos clinicos de SK (323). Del mismo modo, Pauk
y colaboradores reportaron que la CV del HVH-8 en la cavidad oral de HSH fue 2.5 veces mayor
a la que detectaron en otros sitios mucosos, incluso identificaron la presencia de ARNm del
HVH-8 en células del epitelio oral (225). Este hallazgo reafirma la hipotesis de que el HVH-8
produce una infeccion activa a nivel de la orofaringe con lo que se favorece su excrecion a traves

de la saliva hacia un hospedero susceptible en ausencia de signos de enfermedad.
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Llama la atencion que el genoma del HVH-8 se detecté en mas de una muestra clinica de dos
de los tres contactos intradomiciliarios incluidos en la presente investigacion (Caso 1: Plasma: 126
copias/uL; Saliva: 15 copias/100ng de ADN y CMSP: 70 copias/100ng de ADN; Caso 2: Plasma:
ndt; Saliva: 154 copias/100ng de ADN; CMSP: 22 copias/100ng de ADN). Esta constituye la
primera evidencia de que en Cuba la transmision horizontal del HVH-8 puede ocurrir entre
individuos de una misma familia. Estudios previos sugirieron que Cuba podria representar una
zona de prevalencia intermedia de la infeccion por HVH-8. En ese estudio no se encontraron
evidencias de gue la transmisién sexual fuera la via por la que este agente habia infectado a los
individuos estudiados (324). Entonces la explicacion mas légica para explicar esos hallazgos seria
la transmision de este HVs mediante la saliva. No obstante, Kouri y colaboradores al estudiar un
reducido nimero de donantes de sangre cubanos encontraron una baja prevalencia de infeccion
por HVH-8 (1.2%) (313). Entonces, sera necesario realizar un estudio de seroprevalencia en
poblacion general para conocer el impacto real de la infeccion por este agente en Cuba.

Todo lo anterior cobra mayor relevancia si existen antecedentes de la presencia del HVH-8 en

poblacion general antes del inicio de la epidemia del VIH, cuando autores cubanos reportaron
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cuatro casos de SK en el afio 1981 (325). Ademas, se alertd sobre la identificacion del ADN del
HVH-8 en lesiones de SK de dos individuos seronegativos al VIH que refirieron no haber salido
del pais (326). A lo que se agrega, el primer reporte de caso de SK iatrogénico, del que se tenga
conocimiento, en paciente cubano receptor del trasplante renal en el afio 2004 (327). Entonces,
seria obligatorio definir las posibles vias de transmision del HVH-8 en Cuba.

Hasta el momento, la transmision horizontal del HVH-8 sdlo se ha descrito en zonas donde el SK
es endémico. En este sentido, mediante estudios de epidemiologia molecular se demostré que
los integrantes de la familia y otros contactos extrafamiliares constituyeron la fuente de infeccion
de nifios en Malawi, Africa (328). También se sugirio en otras regiones debido a la seroprevalencia
de Acs anti-HVH-8 que se encontrd en poblacion pediatrica residente en la antigua Yugoslavia,
Africa Central y en tribus aisladas del Amazonas en Brasil (329-331). Otros autores consideraron
esta via de transmision al analizar la frecuencia de Acs anti-HVH-8 en poblacion general (332). Asi
se ha llegado a suponer que existen factores genéticos, no identificados adn, que predisponen a
determinados integrantes de una misma familia para desarrollar un SK (333).

Otro hallazgo interesante del presente estudio fue encontrar que dos de los tres individuos que
eran parejas serodiscordantes de pacientes con SK-SIDA, estaban infectados por el HVH-8. En
ellos el genoma del virus se amplifico en las tres muestras clinicas analizadas (Caso 1 Mujer:
Plasma: 14 copias/yL; Saliva: 39 copias/100ng de ADN y CMSP: 113 copias/100ng de ADN,;
Caso 2 HSH: Plasma: 18 copias/uL; Saliva: 121 copias/100ng de ADN; CMSP: 30 copias/100ng
de ADN). Estos resultados obligan a replantear la hipotesis en la que se consider6 al HVH-8 como
patdgeno de transmision sexual. Casper y colaboradores encontraron que la seroprevalencia del
HVH-8 entre parejas serodiscordantes de HSH se asoci6 con antecedentes de contacto con
individuos seropositivos al VIH o parejas desconocidas. Llegaron incluso a involucrar a la
orofaringe como el sitio anatémico a traves del cual adquirieron este HVs (334). En concordancia
con otros autores (335), los resultados del presente estudio sugieren que en caso de que este
virus oncogénico se transmita por la via sexual, esta se debera producir y mantener a través de
otras practicas no reconocidas clasicamente como conducta sexual de riesgo.

IV.2.2. Relacion de la CV del HVHS8 en individuos con SK-SIDA y sus contactos, con las
variables clinico, epidemioldgicas e histopatoldgicas
Los principales mecanismos de replicacion del HVH-8 que se han identificado hasta el momento

se reconocieron a través de estudios con lineas celulares derivadas de LEP. Aungque esos
estudios han sido convenientes e informativos, se conoce que esta patologia no es una forma

comun de evolucionar la infeccién por el HVH-8. A lo que se suman diferencias biolégicas entre el
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virus que infecta a los individuos que nunca evolucionan hacia el LEP y las caracteristicas del virus
cultivado in vitro (258). Por tanto, en el presente estudio se decidio correlacionar los valores de CV
del HVH-8 en las muestras clinicas estudiadas con algunas variables que pudieran estar
relacionadas con su infeccién y el desarrollo del SK en Cuba.

De esta forma se comprobd que el genoma del HVH-8 se puede detectar en varias muestras de
pacientes con SK-SIDAy sus contactos, aungue no es frecuente su amplificacién en plasma. No
se encontraron diferencias significativas entre la CV de muestras clinicas de pacientes con
SK-SIDA y los contactos (plasma: p = 0.20; saliva: p = 0.31; CMSP: p = 0.93) (Figura IV.9).
Entonces, se reconoce que aunque este radinovirus es una condicion necesaria para el desarrollo
del SK, no es suficiente. No obstante, como el presente estudio representa un corte transversal no
se puede definir cuél de estos contactos desarrollara el SK y cual no. Su seguimiento en futuras

investigaciones aportara nuevas evidencias sobre la patogenia de la infeccion por este agente.
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Figura IV.9. Logaritmo de la CV del HVH-8 detectada mediante gRT-PCR en muestras clinicas de
pacientes con SK-SIDAy sus contactos.

En el presente estudio fue mas frecuente encontrar el genoma del HVH-8 en muestras de tejido
de pacientes con SK-SIDA de origen caucéasico que aquellos mestizos o negros (p =0.006). No
existen reportes previos de esta asociacion, aunque otros autores habian observado, desde el
punto de vista clinico, que el SK era mas frecuente entre individuos de piel blanca (336-338).
Desde el descubrimiento del HVH-8 se sugirid la influencia de factores genéticos y/o ambientales
para explicar la distribucion geografica irregular de este virus y la predisposicion a su infeccion
entre miembros de una misma familia (330, 339). Dichos factores podrian predisponer a la

infeccion por este virus, aumentar su replicacion e inducir el desarrollo del SK (340). En
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concordancia con otros investigadores (93, 323), no se encontro relacion entre la CV del HVH-8 y
la edad. Otros autores han descartado el efecto del sexo, el que junto con la edad no explica las
diferencias geograficas que existen en los patrones de su infeccién (341). Sin embargo, varios
autores han identificado ciertos haplotipos que predisponen a la infeccion por el HVH-8 (333, 342-
344), asociandose algunos con mayor excrecion de este HVs en la saliva (100).

Por otra parte, se identificO que existio asociacion significativa (p =0.009) entre la conducta
homosexual y la CV en el tejido de pacientes con SK-SIDA. Fue tres veces mas frecuente que los
HSH desarrollen un SK con alta CV al HVH-8 en el tejido (OR: 3, IC= 1.1-12.5). Igualmente, fue
mas frecuente detectar el ADN del HVH-8 en muestras de saliva y CMSP de HSH contactos de
pacientes con SK-SIDA (p =0.014), identificandose mayor riesgo de excrecion del HVH-8 en la
saliva de HSH (OR=4.33; 1.117-16.8), no asi con la positividad del HVYH-8 en las CMSP.

Se acepta que las relaciones sexuales entre HSH seropositivos al VIH constituyen una via
importante para la transmision del HVYH-8 en regiones de baja prevalencia de infeccion. En ellos,
la enfermedad es 300 veces mas frecuente que en otros individuos inmunodeprimidos (345). Su
elevada susceptibilidad se ha justificado con el uso de determinadas técnicas sexuales, no
identificadas aun, que al parecer favorecen la adquisicion del virus. Si el intercambio de fluidos
interviene en la transmision del HVH-8, entonces no se comprende la baja frecuencia de infeccion
entre individuos HT (341). De esta forma se han denunciado como mecanismos favorecedores
de la infeccion por este virus oncogeénico: la intensidad en el intercambio de saliva, el nimero de
parejas con las que se intercambian besos (tiempo Y frecuencia de estas practicas), el uso de la
saliva en la lubricacion y el tipo de contacto sexual (anal, oral, ano-oral u oral-genital) (24, 346).
Otros autores han reportado la asociacion entre la excrecion del HVH-8 en la saliva con la
conducta homosexual de HSH seropositivos al VIH (347). Sin embargo, en Cuba no se habia
identificado esta asociacion hasta el momento. En estudios previos realizados en poblacion
general cubana no se encontro correlacion entre el comportamiento sexual y la infeccion por este
HVs (313, 324). Los resultados que se muestran en la presente investigacion destacan que el
contacto con la saliva de los HSH pudiera constituir un riesgo de adquisicion del HVH-8 entre
ellos. Por tanto, se hace necesario identificar las practicas homosexuales que condicionan el paso
del virus de un hospedero a otro.

Actualmente el mayor reto es explorar las caracteristicas especificas del acto sexual en si,
precisando si el contacto es anal, oral, ano-oral u oral-genital, para definir su importancia en la
transmision del HVH-8 (24, 346, 348). No obstante, si la saliva es la via principal de transmision

del HVH-8, habria que definir el por qué de la baja prevalencia de infeccion en individuos HT

59



(334). Aunque los resultados del presente estudio demuestran que estos individuos no estan
exentos de adquirir este virus oncogénico, pues dos de los seis individuos HT resultaron estar
infectados. Lo cierto es que todavia no se ha podido definir el modo de adquisicion, el sitio
anatomico de la mucosa genital o anal que alberga al virus y las practicas sexuales seguras que
evitarian su transmision (23). El comportamiento sexual de riesgo que hasta ahora se ha tratado
de asociar con la seropositividad al HVH-8 incluye la tenencia de varias parejas sexuales, el
contacto con individuos con SK, las relaciones sexuales con individuos seropositivos al VIH, asi
como la historia previa de ITS (349, 350).

Por otra parte, en el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
estadios histolégicos del SK-SIDA y la CV del HVH-8 en ninguna de las muestras clinicas
estudiadas. Hasta ahora, los resultados en este aspecto son contradictorios. Algunos autores no
encuentran asociacion entre estas variables (267, 351, 352), mientras que otros obtienen
resultados diferentes (32, 353, 354). Se plantea por algunos que la CV del HVH-8 en CMSP se
correlaciona con el grado de inmunodepresion y la progresion de la enfermedad en pacientes con
SK-SIDA 'y SK latrogénico, por lo que su presencia en CMSP puede considerarse un parametro
predictivo del SK (355, 356). Por el contrario, otros no reconocen gue existen diferencias en la CV
del HVH-8 en CMSP entre diferentes estadios de pacientes con SK Clasico (351). Finalmente, no
existen argumentos contundentes que permitan aceptar o rechazar alguna de estas hip6tesis. Por
cierto, la deteccién del ADN del HVH-8 en CMSP en individuos seropositivos sin evidencias de
enfermedad complica ain mas la interpretacion de muchos de los resultados que hasta el
momento se consideraban validos (357, 358).

El conteo de linfocitos T CD4+ se comparo tanto con el porcentaje de casos positivos al HVH-8,
como con el nimero de copias del ADN del HVH-8 en las muestras clinicas estudiadas. Incluso
entre los individuos con SK-SIDA y entre los contactos seropositivos al VIH-1. No se encontro
relacion entre la CV al HVH-8 y el conteo de linfocitos T CD4+ en ninguno de los grupos (p >
0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos y la CV del VIH y la
del HVH-8. Dichos resultados indican que, independientemente del estado inmunolégico del
hospedero, el ADN del HVH-8 se puede detectar en individuos infectados por este HVs. El hecho
de no encontrar relacion entre la CV del HVH-8 entre contactos seropositivos al VIH o
seronegativos refuerza lo planteado anteriormente (p > 0.05).

Hallazgos similares fueron documentados por otros (347, 357) y desde los inicios de la epidemia
del SIDA se reconocio que la media del conteo de linfocitos T CD4+ en el SK era superior al que

aparecia en otras EO (359). No obstante, se acepta que el conteo de linfocitos T CD4+ menor de
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200 cél/mL y la alta CV del VIH (> 10 000 copias/pL) constituyen indicadores del grado de
inmunosupresion y de la elevada replicacion viral relacionadas con la infeccion por el VIH. Algunos
autores sefialan que pueden predecir el desarrollo del SK (345, 360). Sin embargo, Nasti y
colaboradores comprobaron gue el conteo de linfocitos T CD4+ no parece influir en el pronostico
del SK (361). Por otro lado, el IRIS también se ha descrito con cierta frecuencia en individuos
seropositivos al VIH-1 en los que la mejoria del conteo de linfocitos T CD4+ y la disminucién de la
CV del VIH no influyen en la progresiéon del SK ni en la infeccién por HVH-8 (274, 362, 363). AUn
mas, tras la introduccion de la TARVAE en el manejo de estos pacientes se ha encontrado que la
CV del HVH-8 en CMSP no se relaciona con el conteo de linfocitos T CD4+(364).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion sugieren que existen otros efectores de la
respuesta inmune celular involucrados en la patogenia de la infeccién por el HVH-8. No existen
publicaciones previas de autores cubanos en las que se evallen los mediadores de la respuesta
inmune tras la infeccion por el HVH-8 y su repercusion en la evoluciéon de pacientes con SK-SIDA.
Los resultados que se muestran abren nuevos horizontes sobre la posible existencia de
cofactores que pueden repercutir en la patogenia del SK en Cuba.

IV.3. Infeccion por HVs linfotropos en pacientes seropositivos al VIH-1 con Sindrome
Adénico
El Sindrome Adénico no es una enfermedad de declaracion obligatoria, por lo que su incidencia

permanece en la incognita. Recientemente, Richner y Laifer estimaron que puede aparecer en
cerca del 1% de los adultos inmunocompetentes (10). En otros paises, su frecuencia en la
atencion primaria es baja (0.4%-4%) si se compara con la que reportan algunas clinicas
especializadas. En estas Ultimas la incidencia oscila entre el 17% y el 60%, con incremento de su
asociacion con enfermedades malignas (365).

Durante el periodo 2009-2010, el Sindrome Adénico en individuos seropositivos al VIH-1 aparecio
con mayor frecuencia en pacientes del sexo masculino, de piel blanca con edad promedio de 34.4
anos. A pesar de que la media del conteo de linfocitos T CD4+ supero las 200 células el 31.3% de
los pacientes estudiados present6 valores inferiores a las 200 células. El 71.7% de los pacientes
tenia valores de CV del VIH-1 por debajo de las 55 000 copias (Tabla IV.7).
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Tabla IV.7. Principales caracteristicas clinicas y datos demograficos de pacientes seropositivos al VIH-1

con Sindrome Adénico (2009-2010).

Variables Adultos VIH+
Media edad 34.4 aios (Rango 17-56)
Sexo Femenino 5 10.2%
Masculino 44 89.8%
Blanco 34 69.4%
Color de la piel Negro 6 12.2%
Mestizo 9 18.4%
. Si 17 34.7%
Debut sida No 0 65.3%
Media del Conteo }je Linfocitos T CD4+x 310 Rango: 16-772
(cél/mm?)
<200 15 31.3%
Conteo de CD4* cél/mm? 200-499 26 54.2%
>500 7 14.6%
Mediade CV del ViH++ 61 101 Rango: ndt- 528 735
(copias/mL)
<55 000 33 71.7%
CV del VIH » >55 000 13 28.3%

* Dato no disponible en HC de 1 paciente

** Datos no disponibles en HC de 3 pacientes
Fuente: Historias clinicas individuales, IPK

El analisis histopatolégico de las muestras de ganglios linfaticos de los pacientes incluidos en el

presente estudio mostrd que los linfomas (LH y LNH) fueron la principal causa del Sindrome

Adénico. En orden de frecuencia le siguieron la linfadenitis reactiva (LR) y la linfadenitis

granulomatosa (LG). También se diagnosticaron casos en los que el SK en el ganglio linfatico fue

la causa del Sindrome Adénico y finalmente en otros se describié una hiperplasia linfoide y

transformacion vascular (HLTV) en el informe de la biopsia (Figura IV.10).

B LNH mLH HLG mLR

W SK W HLTV

Figura IV.10. Patologias detectadas en fragmentos de ganglios linfaticos de pacientes seropositivos al
VIH-1 con Sindrome Adénico segun diagndstico histopatolégico (2009-2010).
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A pesar de los notables avances en el diagnostico y tratamiento de los linfomas, estos
representan una causa importante de mortalidad asociada a cancer. En el 2010 los LNH fueron la
sexta causa mas comun de cancer entre hombres y mujeres residentes en los EUA (366). Las
cifras que se reportaron en Europa en el 2006 fueron superiores, incluso con elevada mortalidad
(367). No obstante, se reconoce que en comparacion con la poblacién general los individuos
seropositivos al VIH-1 poseen entre 60 a 200 veces y de 8 a 10 veces mas riesgo de desarrollar
un LNH y LH, respectivamente (368, 369). Asi se ha observado en varios paises un incremento
en la frecuencia de los LNH en este grupo poblacional tras la introduccion de la TARVAE, aunque
la asociacion entre esta enfermedad y la infeccion por el VIH no se ha dilucidado aun (370-372).
Por el contrario, otros reconocen que la incidencia del LH ha disminuido, mejorando incluso la
sobrevida de estos pacientes (373).

Segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del 2008 (374), los subtipos
de LH que se identificaron en los pacientes estudiados en la presente investigacion fueron:
esclerosis nodular (1 paciente) y celularidad mixta (6 pacientes). No se diagnosticaron subtipos

con deplecion linfocitica (LD siglas del inglés Lymphocyte-depleted) ni subtipos ricos en linfocitos

(LR siglas del inglés Lymphocyte-rich). Mediante IHQ se confirmé el diagnéstico de proceso

linfoproliferativo en el 100% de los pacientes con LNH a través de la inmunolocalizacion del CD45
en el ganglio linfatico (Tabla IV.8).

Tabla IV.8. Resultados de la inmunohistoquimica del ganglio linfatico de pacientes seropositivos al VIH con
diagnéstico histopatologico de LNH (2009-2010).

Positivos Negativo
Marcadores o, % "y %
CD45 14 100 - -
CD20 13 92.9 1 7.1
CD30 1 7.1 13 92.9
CD3 1 7.1 13 92.9
LMP-1 3 25 9 75
Ki 67 <80% 5 35.7 - -
>80% 9 64.3 - -

Fuente: Historias clinicas individuales, IPK

Por otra parte, el 92.9% de los LNH que se diagnosticaron en el presente estudio fueron de
estirpe B (CD20+), s6lo en un paciente se identifico un LNH de células T (7.1%) (CD3+ CD20-).
Entre los linfomas de células B fueron mas frecuentes los subtipos de alto grado de malignidad.
Se diagnostico un LNH de células grandes difuso en el 92.3% de los pacientes estudiados, de
ellos el 58.3% fue de la variedad Inmunoblastica (IB). Sélo se identificd un paciente que
presentd un LNH de bajo grado de malignidad (LNH plasmocitoma: 7.7%). De forma general,
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los Ags nucleares Ki-67 se encontraron en 9/14 pacientes estudiados en mas del 80% de las
células tumorales, lo que traduce alto grado de proliferacion tumoral. Estos resultados coinciden
con el reporte previo de Miralles y colaboradores quienes describieron un predominio de LNH
de células grandes difusas en poblacion cubana seropositiva al VIH-1 durante el periodo 2004 -
2005 (375).

En los pacientes con LNH que se diagnosticaron en la presente investigacion solo se tratd de
localizar en el ganglio la proteina LMP-1 del VEB, por no contar con Acs monoclonales contra el
resto de las proteinas que expresa el virus durante su ciclo de vida. La LMP-1 sélo se identifico en
el 30% de los pacientes con LNH (Tabla IV.8). Resultados similares fueron publicados por otros
autores que evaluaron su expresion en el ganglio de pacientes con LNH (376, 377), o incluso con
porcentajes inferiores en pacientes con linfadenopatias reactivas (378). Es por ello que algunos
autores recomiendan incluir varios Acs contra Ags litcos y latentes del VEB en la
inmunohistoquimica para lograr una mejor interpretacion de los resultados y asi caracterizar de
forma correcta las células tumorales (VEB positivos 0 VEB negativos) (379). Actualmente, se
recomienda por algunos autores el uso de hibridacion in situ para identificar ARN codificados por

el VEB (EBERs siglas del inglés Epstein-Barr virus-encoded RNA) en el tejido tumoral basandose

en la sensibilidad diagnostica alcanzada con esta técnica (380).

De forma general los sintomas més frecuentes fueron la fiebre (43.8%), la astenia (20.8%) y la
sudoracién nocturna (6.3%). El aumento de volumen localizado (75.5%) fue el signo clinico mas
comun, ubicado especificamente en la region cervical (53.1%). El 45.7% de los pacientes con
Sindrome Adénico presentd visceromegalia. Entre los érganos aumentados de tamario se
identificd al higado (19.6%) y al bazo (6.5%), incluso el 19.6% de los pacientes presentaron
hepatoesplenomegalia. En el anexo 10 se muestran las principales caracteristicas clinicas del
Sindrome Adénico gque presentaron los pacientes incluidos en la presente investigacion segun su
diagndstico histopatologico.

IV.3.1. Prevalencia de Acs contra VEB, CMV y HVH-6 en pacientes seropositivos al VIH-1
con diagnoéstico de Sindrome Adénico
En la presente investigacion se conocié que el 100% de los individuos seropositivos al VIH-1

con Sindrome Adénico tenian una infeccién latente por CMVh (IgG anti-CMV: positivo). No se
identifico IgM anti-CMV en el suero de ningun paciente. Del mismo modo se encontro que el
97.9% de ellos estaba infectados por el HVH-6 (IgG anti-HVH-6: positivo). Asimismo, se detecto
gue el VEB en el 80% de los pacientes estaba en estado latente. La infeccién primaria y
reactivacion del VEB se encontr6 en el 4.4% y el 15.6% de los pacientes, respectivamente.
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Los HVs linfotropos son patdgenos ubicuos que infectan a gran parte de la poblacion a escala
mundial (CMV: 50-70%; VEB, HVH-6 y HVH-7: = 90%) a excepcion del HVH8 cuyos valores de
seropositividad en poblacion adulta de paises no endémicos es inferior al 35% (381-383). En el
hospedero inmunocompetente la infeccion primaria suele ser asintomatica 0 con sintomas
inespecificos banales y la reactivacion viral habitualmente se produce sin evidencias clinicas. Por
el contrario, en los individuos seropositivos al VIH-1 la reactivacion de alguno de los HVs tiende a
causar enfermedad. Ademas, existen reportes en los que se demuestra que la seroprevalencia de
HVs linfotropos en individuos seropositivos al VIH-1 es superior a la encontrada en poblacion
general (154, 384), aungue existen variaciones en la frecuencia que se reporta entre las diferentes
cohortes (385-387).

IV.3.2. CV de HVs linfotropos en el ganglio linfatico y la saliva en el manejo del Sindrome
Adénico de pacientes seropositivos al VIH-1
En el presente estudio se encontré ADN de al menos un HVs linfotropo en el ganglio linfatico del

98% de los pacientes con Sindrome Adénico. El 87.5% de ellos excreto algin HVs a través de la
saliva. Mediante qRT-PCR se identificd que el HVs linfotropo mas frecuente en el tejido linfoide y
saliva de estos pacientes fue el VEB (Figura IV.12). En cambio, la frecuencia del resto de los
agentes varié en ambos compartimentos. En el ganglio linfatico se encontré que tras el VEB
fueron comunes las coinfecciones por HVs, el HVH-6 y el HVH-8; identificandose el genoma del
CMVh sdlo en un paciente (2%). Por el contrario, en las muestras de saliva, en orden de

frecuencia, a la excrecion del VEB le siguio la coinfeccion por HVs y el CMVh.

100 1
90 ot m Tejido @ Saliva
80 -
70 4
60 |
50 1
40 4
30 4
20

HVH-8 EBV CMV HVH-6 Coinfecciones

Figura IV.12. Frecuencia de deteccién de HVs linfotropos mediante gRT-PCR en fragmentos de ganglios
linféticos y saliva de pacientes cubanos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico (2009-2010).

Hasta el momento no existen reportes en los que se analice el Sindrome Adénico en este grupo

poblacional con un enfoque integrador, como tampoco se ha determinado la frecuencia con que
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estos agentes se relacionan con esta entidad clinica. Por tanto, no existen referencias disponibles
con las que se puedan comparar los resultados obtenidos en el presente estudio. Incluso, cuando
se ha estudiado de forma individual la asociacion de algunos de los HVs linfotropos con algunas
de las patologias que se identifican en el ganglio linfatico se reporta variabilidad en su frecuencia.
Esto pudiera relacionarse con las diferencias en los disefios experimentales, los pacientes que se
incluyen, las muestras clinicas que se colectan y las herramientas empleadas para identificar la
infeccion por HVs en algunas patologias.

En la tabla IV.9 se muestra la relacion entre la deteccion del ADN de cada HVs linfotropo vy las
patologias identificadas en la actual investigacion, tanto en muestras de saliva como en el ganglio
linfatico. Estos resultados demuestran, por primera vez, que es frecuente detectar el ADN de HVs
linfotropos en el ganglio linfatico de pacientes VIH cubanos con diferentes enfermedades
asociadas al Sindrome Adénico. Inclusive, que estos pacientes excretan estos agentes a traves
de la saliva durante el periodo de efervescencia de las manifestaciones clinicas. No obstante,
otros autores demostraron que los individuos seroposttivos al VIH-1 excretan HVs en la saliva en
ausencia de signos clinicos de enfermedad (388). Es mas, su reactivacion asintomatica en la
cavidad oral se ha reportado por otros autores (389, 390), aungque recientemente se han
involucrado en la génesis de la periodontitis de pacientes VIH positivos (391).

Tabla IV.9. Deteccion del ADN de HVs linfotropos mediante gRT-PCR en saliva y fragmentos de ganglios
linfaticos seguin diagndsticos histopatoldgicos de pacientes seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico
(2009-2010).

Diagn6sticos VEB HVH-6 HVH-8 CMVh Coinfeccion

Ganglio Saliva Ganglio Saliva Ganglio Saliva Ganglio Saliva Ganglio  Saliva

LNH 14/14 10/14  2/14 214 1/14 - - 5/14 3/14 5/14
LH 77 17 177 1/7 - 1/7 - 207 1/7 217
LR 14/17 14/16  2/17 1/16 2117 - 117 8/16 3/17 8/16
LG 6/6 5/6 2/6 - - - - 1/6 2/6 1/6
SK 2/3 3/3 1/3 - 2/3 2/3 - 1/3 1/3 2/3

HLTV 22 1/2 - - 1/2 1/2 - 212 1/2 2/2
Total 45/49  40/48  8/49 4/48 6/49 4/48 1/49  19/48 11/49 20/48

Abreviaturas: LNH: linfoma no Hodgkin; LH: linfoma de Hodgkin; LG: linfadenitis granulomatosa; LR: linfadenitis
reactiva; SK: Sarcoma de Kaposi; HLTV: hipertrofia linfoide y transformacion vascular.

Hasta el presente, no se ha publicado ningin estudio de autores cubanos en el que se haya
explorado la participacion del VEB en procesos linfoproliferativos. No obstante, el ADN de este
agente se identificd mediante PCR cualitativo en muestras de tejido embebidos en parafina de
pacientes con diagnostico de LNH y LH como parte de un trabajo de tesis de diploma (392). Por

tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que este linfocriptovirus esta
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involucrado en la génesis de los procesos linfoproliferativos (LNH y LH) de poblacién VIH cubana.
Quedaria entonces por identificar los mecanismos de interaccion virus-hospedero que favorecen
la transformacion neoplasica de la célula en el contexto de la infeccién por el VIH, asi como su
repercusion en el incremento de la incidencia de los linfomas en este grupo poblacional en Cuba.
Aungue se reconoce que la infeccion por VEB en poblacion VIH es comun (393), la frecuencia
con que se detecta su genoma en procesos linfoproliferativos varia entre los estudios (394). Aln
mas, esta diferencia se hace mayor cuando se compara la deteccién de su genoma en el tejido
tumoral de individuos infectados (395) y no infectados con el VIH (396). A pesar de esto, se acepta
que los individuos seropositivos al VIH-1 poseen mayor riesgo de desarrollar infomas de células B
con mayor variabilidad de subtipos y peor prondstico (397). En general, cerca del 50% de los
linfomas que aparecen en pacientes con SIDA se asocian con la infeccion por el VEB, aunque el
grado de asociacion difiere entre los tipos de linfomas. Sin embargo, se ha descrito que cerca del
90% de los LNH de la variedad IB estan asociados con la infeccion por el VEB (398).

Varios autores también reconocieron la participacion del VEB en las LR de adultos infectados por
VIH pero mediante IHQ (378, 399), asi como en nifios no VIH (400). Incluso, se ha descrito la
reactivacion policlonal de la infeccion por VEB asociada con trastornos linfoproliferativos de
evolucion benigna en poblacion VIH (401) en los que las herramientas del diagnostico virologico
evitaron la prescripcion de tratamientos con citostaticos. Con ello se resalta la importancia del
diagnostico microbioldgico en el seguimiento del paciente con Sindrome Adénico, con el que se
reduciria el margen de error del método clinico.

La identificacion del ADN del VEB en pacientes con LG no se reporta con frecuencia. Sin
embargo, existen evidencias sobre la posible interaccion entre este agente y las micobacterias
(402). Asi se ha detectado el genoma del VEB y CMVh en el tejido granulomatoso de lesiones
periapicales en molares de humanos (403). Tonoyama y colaboradores sugirieron que este HVs
es capaz de reactivarse en la LG por el efecto detonador de la respuesta inflamatoria local en su
replicacion litica (404). De cualquier forma, los resultados del presente estudio sugieren que las
interacciones entre los microroganismos oportunistas son complejas y afiaden evidencias sobre la
posible cooperacion entre ellos. Estas interacciones se deberan evaluar en el futuro.

En relacion con los resultados obtenidos en las muestras de saliva de los pacientes estudiados se
podria comentar que otros autores identificaron la excrecion intermitente del VEB en la saliva de
forma intermitente, en ausencia incluso de enfermedad. Ello favoreci6 su aislamiento a partir de
este fluido, sefialandose que la fuente de infeccion del epitelio de la cavidad oral son los linfocitos

latentemente infectados. Estos, al circular cerca de una superficie epitelial inician un ciclo de
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replicacion litica durante el que se fusionan con las células epiteliales de la mucosa oral y terminan
transfiriéndole los viriones infecciosos. Asi se inicia un foco de replicacion epitelial del VEB con el
gue completa su ciclo de vida y se propaga a un hospedero susceptible (92).

Oftros autores detectaron una frecuencia similar de excrecion del VEB en la saliva de individuos
seropositivos al VIH-1 pero en ausencia de enfermedad (3, 93). Aunque se reconoce gue este
evento es mas comun que en individuos no infectados con el VIH (405) y que el uso prolongado
de TARVAE favorece la reduccion de su CV en este fluido (406). También se ha encontrado en la
saliva en receptores de trasplante renal por lo que se recomienda como la muestra idénea para el
seguimiento de su infeccion en la etapa postrasplante (407). Sin embargo, hasta ahora no se
habia determinado la frecuencia de excreciéon del VEB en la saliva de pacientes seropositivos al
VIH-1 con Sindrome Adénico (Tabla I\V.9).

En cuanto a la deteccion del ADN del HVH-6 en individuos con Sindrome Adénico, se plantea que
este patogeno esta involucrado en la progresion a SIDA en pacientes seropositivos al VIH-1, tanto
por los resultados obtenidos en estudios in vitro (408) como los realizados en animales de
experimentacion (409, 410). Este agente también se excreta en la saliva de pacientes infectados
por el VIH, aunque su frecuencia parece ser inferior si se compara con otros HVs (411, 412). Su
genoma se ha detectado en nifios con trastornos linfoproliferativos asociados a trasplante (PTLD:

siglas del inglés Posttransplant lymphoproliferative disorder) y su reactivacion se ha constatado en

pacientes seronegativos al VIH con diagnéstico de LH y LNH (413). No obstante, se acepta que
no participa en la transformacion neoplasica celular y su deteccion en estos pacientes seria el
reflejo del dafio en la inmunovigilancia del hospedero (414).

Aungue con menor frecuencia, otro de los HVs linfotropos que se detect6 en el ganglio linfatico de
los individuos incluidos en el presente estudio fue el HVYH-8 (Tabla IV.9). De esta forma se amplia
el espectro de enfermedades con las que puede asociarse su infeccion en poblacion VIH cubana.
Inclusive, los resultados obtenidos confirman hallazgos previos acerca de su excrecion en la saliva
de individuos seropositivos al VIH (389, 415). Hasta el momento, solo se habia involucrado en la
génesis del SK epidémico y clasico, incluso se reconocié su infeccion asintomatica en contactos
de pacientes cubanos con SK-SIDA. Asi se demuestra que, en Cuba, el HVH-8 puede ser la
causa del Sindrome Adénico que aparece en poblacion VIH, incluso involucrarse en procesos
linfoproliferativos (LNH y LH). En futuras investigaciones habria que determinar la repercusion de
marcadores virales y/o del hospedero que favorecen la linfoproliferacion en el individuo infectado
con el VIH. En concordancia, existen reportes de casos en los que se demostrd la presencia del
HVH-8 en ganglios linfaticos de pacientes con: LNH (416), Linfoma de Burkit y EMC (417).
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Asimismo, Engels y colaboradores detectaron mediante IHQ algunas proteinas del HVH-8 en
células del ganglio linfatico de dos pacientes con LR (418).

La infeccion primaria por el HVH-8 continGia siendo un aspecto enigmatico. Sus caracteristicas
clinicas no se han identificado. Esto quizas se deba a que la seroconversion al HVH-8 se
demuestra de forma retrospectiva en adultos inmunocomprometidos (419, 420). Algunos autores
describieron los hallazgos clinicos detectados en individuos receptores de trasplante (421) y en
nifios no VIH de zonas endémicas (422, 423) en los que se piensa ocurrié la primoinfeccion.
Sin embargo, el primer y Unico reporte en el que se comprobd y describié que el Sindrome
Adénico fue la expresion clinica de la infeccion primaria del HVH-8, se hizo en un individuo
seropositivo al VIH. Esto fue posible gracias a la conservacion de una muestra de suero que se
colectd con otros fines antes del inicio de las manifestaciones clinicas. Asi se identifico la
seroconversion al HVH-8 y su ADN se amplificd en la adenopatia analizada (11). Teniendo en
cuenta estos antecedentes, se podria considerar que el Sindrome Adénico de los individuos
cubanos seropositivos al VIH en los que se detect6 el ADN del HVH-8 en el ganglio linfatico fue la
expresion de la infeccion primaria por este HVs. Pero lamentablemente, no se pudo llegar a este
diagndstico al no evaluarse la posible seroconversion a este agente. No obstante, si se demostro
que no hubo evidencias clinicas, imagenoldgicas ni endoscopicas de enfermedad asociada al
HVH-8 en ningun otro sistema de 6rganos.

El ADN del CMVh sélo se detectd en el ganglio linfatico de un paciente con LR a pesar que el
39.6% los individuos incluidos en la presente investigacion excretaron CMVh en la saliva (Figura
IV.12). En concordancia con estos resultados, varios autores aseveran que no es frecuente
detectar el genoma del CMVh en el ganglio linfatico (424, 425). A nivel internacional se reconoce
gue la incidencia de las patologias asociadas con este agente ha disminuido después de la
introduccion de la TARVAE en el control de la infeccion por el VIH; quizas por el incremento de los
niveles de células anti-CMV especificas (426, 427). Contradictoriamente, Huang y colaboradores
llegaron a plantear que la infeccién por CMV juega un importante papel en la transformacion
celular y la patogenia del LH en aguellos pacientes en los que no se comprueba la infeccion por
VEB (428). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio y la ausencia de otros
reportes obligan a cuestionar su participacion en procesos linfoproliferativos de poblacion VIH.

En la tabla IV.10 se muestran las coinfecciones que se identificaron en las muestras de saliva y
ganglios linfaticos de los individuos estudiados. De esta forma se encontr6 que las coinfecciones
fueron dos veces maés frecuentes en la cavidad oral (OR 2.46; IC: 1.02- 5.96; p =0.0424). El

41.7% de estos individuos seropostivos al VIH-1 excretd de forma simultanea varios HVs a través
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de la saliva mientras que en el ganglio linfatico se encontré en el 22.4% de los pacientes. Entre las
coinfecciones en la cavidad oral se comprob6 que el 84.2% de los pacientes incluidos excret6 dos
HVs simultaneamente, mientras que el 15.8% excretd més de dos HVs. De no haberse explorado
la presencia de varios HVs linfotropos en ambas muestras clinicas de forma simultanea, no se
hubieran identificado estas coinfecciones. Entonces se habria llegado a conclusiones erroneas
sobre la participacion de dichos agentes en la patogenia del Sindrome Adénico. Con esto se
demuestra lo complejo que resultan los procesos infecciosos en individuos con deterioro del
sistema inmune. En ellos, se pueden establecer interacciones entre los microorganismos que le
permiten reactivarse y colonizar a otros hospederos susceptibles. Por tanto, se refuerza la
importancia de incluir el diagnostico molecular de los HVs linfotropos en el estudio de los
pacientes con Sindrome Adénico.

Tabla IV.10. Deteccion de HVs linfotropos mediante gRT-PCR en muestras de saliva y ganglio linftico de
individuos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico (2009-2010).

Coinfeccién Ganglio linfatico Saliva

No. % No. %

HVH-6 + VEB 6 12.2 - -
CMVh + VEB 14 29.2
HVH-8 + VEB 4 8.2 1 2.1
CMVh + HVH-8 - - 1 2.1

HVH-6 + HVH-8 + VEB 1 2 - -
CMVh + HVH-6 + VEB - 2 4.2
CMVh + HVH-8 + VEB - - 1 2.1
CMVh + HVH-6 + HVH-8 + VEB - - 1 2.1
No coinfeccién 38 77.6 28 58.3
Total 49 100 48* 100

*Muestra de saliva no disponible en un paciente

La coinfeccion entre el VEB y el HVH-8 constituye un ejemplo de la existencia de mecanismos
cooperadores entre los HVs que favorecen el desarrollo de algunas patologias en humanos. Asi
se describié su participacion induciendo enfermedad en algunos casos aislados (429, 430),
incluso se ha llegado a plantear que en el LEP, la deteccion de ambos agentes constituye una
regla (431) mas que una excepcion (432, 433). Recientemente, se describid una enfermedad
linfoproliferativa germinotropica asociada con la infeccion por ambos gammaherpesvirus (GLD

siglas del inglés Germinotropic Lymphoproliferative Disorder) que se caracteriza por un Sindrome

Adénico localizado (434, 435). Inclusive, recientemente se postuld el efecto que puede tener en la
transformacion celular la sintesis del MicroRNA miR-155 por parte de ambos HVs (436).

Por otra parte, otros autores han encontrado excrecion simultanea del VEB y CMV en saliva de
pacientes seropositivos al VIH (391) , asi como la coinfeccion del VEB y HVH-6 en pacientes con
LH (437). En acapites previos (IV.1.1), al evaluar la frecuencia de participacion de los HVs en el
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SN, se encontré el ADN de varios HVs en el LCR de pacientes infectados por el VIH, incluso
infectando el SNC en unién al Criptococo neoformans. Otros autores han reportado su asociacion
con otros microorganismos a nivel del SNC (216). Recientemente, se ha asociado la deteccion
del VEB y del CMV en el LCR de pacientes seropositivos al VIH con incremento en la mortalidad
de pacientes con meningoencefalitis bacterianas (438). Asimismo, Berger y colaboradores
encontraron a mas de un HVs linfotropo en el anillo de Waldeyer de nifios asintomaticos (439),
mientras que Qin y colaboradores recientemente identificaron interacciones a nivel molecular
entre el HSV-1 y el HVH-8 en las que el primero induce la replicacion litica del dltimo (440).

Hasta el momento, no se conocen los mecanismos moleculares que in vivo gobierman las
interacciones entre los diferentes HVs y la de éstos con otros microorganismos. Sin embargo,
existen evidencias de su participacion en diferentes patologias en humanos (441, 442). A medida
que se desarrollan herramientas diagnosticas sensibles se descubre un mundo complejo de
interacciones entre agentes biologicos que repercuten en la salud del hospedero. Entonces,
habria que reconsiderar el impacto de las infecciones polimicrobianas en las enfermedades
infecciosas en diferentes sistemas de Grganos, asi como el uso del diagndstico microbioldgico en
la practica clinica. S6lo con el desarrollo futuro de investigaciones integradoras se podra actualizar
el espectro de patdgenos asociados a determinados procesos infecciosos, con lo que se

favorecera el seguimiento de los individuos afectados.

IV.3.3. Relacion entre la CV de los HVs linfotropos con el comportamiento clinico,
epidemioldgico e histopatolégico del Sindrome Adénico de individuos seropositivos al
VIH-1.

Una vez caracterizados todos los pacientes seropositivos al VIH con Sindrome Adénico que se
diagnosticaron durante el periodo 2009-2010 en el IPK, se procedid entonces a investigar si la
carga viral de HVs linfotropos en el ganglio linfatico y saliva constituia un marcador de infeccién
activa en individuos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico. Para ello se comparo entre si
la CV de los HVs linfotropos, encontrandose diferencias significativas (p = 0.000) (Figura IV.13). A
través de la comparacion multiple que se realizd después, se conocio que la CV del VEB en saliva
fue significativamente superior a la CV de este mismo agente en ganglio linfatico, incluso mayor
que la CV del CMVh en saliva y del HVH-6 en tejido y saliva. Asimismo, se encontro que la CV del
HVH-8 en tejido y saliva fue significativamente superior a la CV del CMV en saliva y a la del HVH-
6 en saliva y tejido. No existieron diferencias significativas entre la CV del VEB y el HVH-8 en los
dos sitios anatémicos estudiados. Es valido aclarar que como el CMVh sélo se detect6 en el

gangllio linfatico de un paciente no se incluy6 en este analisis.
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Figura IV.13. Comparacién del logaritmo de la CV de HVs linfotropos que se detectd mediante gRT-PCR en
muestras de saliva y ganglios linfaticos de pacientes seropositivos al VIH con Sindrome Adénico (2009-
2010).

Las diferencias que se encontraron entre los valores de CV de los HVs linfotropos permiten
diferenciar el grado de replicacion de estos agentes en los compartimentos estudiados. En este
sentido, en la cavidad oral de los pacientes VIH positivos con Sindrome Adénico tiene lugar una
replicacion activa del VEB que le permite excretarse con alta CV en la saliva de estos individuos, a
diferencia del grado de replicacion del HVH-6 y el CMVh. La menor frecuencia de deteccion de
estos ultimos, con valores de CV significativamente inferiores sugieren gque ellos no tienen una
participacion importante en este sindrome. No obstante, su identificacion sefiala la posible
existencia de mecanismos cooperadores entre estos agentes en los que la replicacion de unos
pudiera favorecer la de otros. Aunque su significacion clinica permanece en la incognita.

Lo mismo sucede con el HVH-8, el que logra establecer una replicacion litica que favorece tanto la
progresion de la infeccion en el tejido linfoide como la transmision mediante la saliva de individuos
infectados. Lo cierto es que la introduccion de herramientas sensibles en el estudio de la infeccion
viral en determinadas patologias, permite descubrir la complejidad de los mecanismos
involucrados en la replicacion de estos agentes. Recientemente se involucro la participacion de
varios virus oncogénicos en una neoplasia escamosa de las superficies oculares que incrementa
su incidencia en Africa (443). Igualmente, aunque en un escenario diferente, Jacobson y
colaboradores encontraron que la CV del VEB era mayor que la del CMVh y la de éste a su vez
mayor que la del HVH-8 en la saliva de individuos seropositivos al VIH-1 con evidencias clinicas
de restauracion inmune por tratamiento sostenido con TARVAE (388). También se reconocio

mediante ensayos de gRT-PCR que el VEB es capaz de mantener una replicacion activa en la
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cavidad oral de pacientes con mononucleosis infecciosa, incluso con altos valores de CV durante
meses, asumiéndose que desaparece tardiamente (444, 445).

Otros autores comprobaron que los valores de CV del VEB en pacientes seropositivos al VIH-1
pueden alterar la competencia de la respuesta inmune de células T. Es por ello que después de la
infeccion primaria por el VIH-1 en un portador del VEB se produce un incremento temprano de la
CV del VEB en sangre, que puede mantenerse elevada durante el primer afio tras la infeccion por
ese retrovirus. Durante esta etapa no se deteriora la respuesta inmune, por el contrario,
incrementa la respuesta de linfocitos T CD8+ debido a la intensificacion del reto antigénico (388).
En algunos pacientes la CV del VEB comienza a incrementarse en etapas posteriores cuando
progresan al SIDA. En ese momento, sélo aquellos que posean células T CD4+ residuales
competentes que de forma compensatoria induzcan un incremento de las células anti-VEB T
CD8+ controlaran la replicacion de este HVs. De lo contrario, el fallo de la respuesta inmune hace
que el paciente esté en riesgo de desarrollar una enfermedad linfoproliferativa asociada con el
VEB (446, 447). Un hallazgo mas preocupante aln es que la mejoria del estatus inmunoldgico
gue se logra después del uso prolongado con TARVAE en pacientes VIH no tiene ningun efecto
en la CV del VEB, a pesar de restaurarse la respuesta especifica anti EBNA-1 (448).

Una vez gue se conoci6 el valor de la CV de HVs linfotropos en la diferenciacion del grado de
replicacion de estos agentes en pacientes con Sindrome Adénico, se decidib entonces evaluar su
utilidad en el diagndstico etioldgico. En un intento por caracterizar, por primera vez, el Sindrome
Adénico en este grupo poblacional también se explord la existencia de relacion entre la CV de
estos agentes y los resultados de ensayos seroldgicos, los hallazgos histopatologicos y clinico-
epidemiologicos. De esta forma se encontré que no existe relacion entre la CV de los HVs
linfotropos y: los hallazgos clinicos (sintomas y signos), la CV del VIH-1 en plasma, la edad, el
sexo, el color de piel de los pacientes.

Se comprobo que la presencia de Acs en el suero contra diferentes Ags del VEB no se relaciona
con el diagndstico histopatoldgico (p> 0.05) (Figura IV.14). Tampoco se encontrd asociacion entre
los resultados de la serologia del VEB y la CV de este agente en ganglio linfatico y saliva
(p > 0.05). La IgM anti-VCA como marcador de infeccion primaria del VEB solo se detecto en dos
pacientes: uno con LG y otro con LH. Esta Ultima asociacion incluso no guarda relacion légica con
los conocimientos acumulados hasta el momento pues no se ha descrito que el LH pueda
aparecer durante la infeccién primaria por el VEB. Por otra parte, la IgM anti-VCA como indicador
de la reactivacion del VEB se detect6 en cuatro pacientes con linfomas, en dos pacientes con LR

y uno con HLTV.
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Figura IV.14. Clasificacion de la infeccion por el VEB segun los marcadores serolégicos detectados en
pacientes seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico teniendo en cuenta los diagnosticos
histopatoldgicos (2009-2010).

La IgM anti-CMVh no se detectd en ningun paciente incluido en la presente investigacion a pesar
gue el ADN de este HVs se amplificd en el ganglio linfatico de un paciente con LR y el 39.6% lo
excretaba en la saliva al momento de la biopsia. Por otra parte, la serologia del HVH-6 demostrd
que 48/49 pacientes estaban infectados por este agente, pero como sélo se pesquisaron Acs IgG
anti-HVH-6 no se puede llegar a conclusiones sobre su utilidad en el diagnéstico diferencial del
Sindrome Adénico. En congruencia, se reconoce la limitacién de los ensayos serolégicos en el
diagnastico de la infeccion por patdgenos latentes. No solo por la elevada seroprevalencia referida
en acapites previos, sino por limitaciones inherentes a los ensayos inmunoenzimaticos y su poca
utilidad en individuos con sistema inmune deteriorado. Estos individuos no logran establecer una
respuesta adecuada de Acs (85, 163). Por tanto, se recomienda la deteccion del virus o de sus
componentes como indicador de infeccion activa, en contraste con el escaso significado clinico
que tiene determinar el titulo de Acs (33, 449). No obstante, se han descrito ciertos patrones
serolégicos del VEB que pueden considerarse de riesgo para el desarrollo de la leucemia
linfocitica crénica (450); inclusive, otros consideran que en la pesquisa del carcinoma
nasofaringeo en poblaciones de alto riesgo se puede utilizar el titulo de Acs IgA anti-VEB (451,
452) mientras que algunos no concuerdan (152).

Aungue se acepta que el genoma del VEB se mantiene en estado latente en la mayoria de las
células tumorales, en estudios previos se reconocié mediante hibridacion in situ que este agente
expresa algunos genes liticos en las células linfoides infiltrativas del carcinoma nasofaringeo (453,
454). En consecuencia, se sugiere que la expresion de sus Ags liticos en el estroma del tumor
induce una respuesta de Acs especificos. Su reconocimiento contribuiria a la caracterizacion
serolégica de la infeccion por VEB en estos pacientes (455-457), pero lamentablemente no se

han identificado adn. Independientemente, se reconoce que la interpretacion de los resultados de
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la serologia de VEB puede ser compleja, llegandose a describir varios patrones seroldgicos segun
el nimero de marcadores que se evallian y en las patologias que se emplea (164).

Por todo lo que se ha comentado con anterioridad y teniendo en cuenta los resultados del
presente estudio se debe evitar el uso de la serologia de HVs linfotropos como Unica herramienta
a utilizar en el diagnostico diferencial del Sindrome Adénico en individuos seropositivos al VIH.
Aln mas, su uso en el manejo de pacientes no infectados con el VIH habria que evaluarlo en el
futuro. M&s aln cuando otros autores recomiendan actualmente que el monitoreo de la infeccion
por el VEB en receptores de trasplante y en pacientes con procesos linfoproliferativos se debe
realizar con protocolos cuantitativos de PCR (458).

Se decidi6 entonces, comparar los resultados cualitativos del qRT-PCR del VEB en el ganglio
linfatico y saliva con los diagndsticos histopatoldgicos identificados en los pacientes estudiados.
Asi se conocié que no existe asociacion entre la deteccion del ADN del VEB en saliva y tejido
linfoide, con un diagndstico histopatologico especifico (p=0.112). Con ello se resalta que la simple
deteccion del genoma de este HVs mediante PCR a punto final no seria Util en el diagndstico
nosoldgico del Sindrome Adénico. Por el contrario, si se encontrd asociacion significativa entre la
CV del VEB por encima de las 1000 copias con el diagnostico de linfoma (p=0.0243); fue cuatro
veces mas frecuente su diagnostico en pacientes en los que se detectd mas de 1000 copias del
ADN del VEB en el ganglio linfatico (OR 4; IC: 1.16 - 13.99). Incluso, cuando se compardé la CV de
este HVs entre las patologias identificadas en la presente cohorte se pudo reconocer que fue
significativamente mayor en los pacientes con diagnostico de LH (p=0.0295). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los valores de la CV del VEB entre los diferentes
subtipos de LNH y de LH (p>0.05).

Hasta el momento, no se habia definido el valor de la CV del VEB en el tejido linfoide de pacientes
con Sindrome Adénico. A partir de los resultados del presente estudio se sugiere gque en
individuos seropositivos al VIH-1 la CV del VEB ademas de ser un indicador de su infeccion,
podria utilizarse como marcador de proceso linfoproliferativo, especificamente de LH. Otros
autores reconocen su utiidad en el diagnostico y seguimiento de pacientes con trastornos
linfoproliferativos post-trasplante (459, 460). Recientemente, se ha llegado a proponer la deteccion
del ADN del VEB en plasma como marcador de LH de la infancia (461); inclusive su CV se
considera un indicador Util para el monitoreo de la respuesta a la terapia en pacientes con LNH de
estirpe B (462).

Actualmente, se plantea que la deteccion del genoma del VEB no es suficiente para reconocer su

participacion en determinadas patologias. Este HVs es un patdégeno ubicuo que establece
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latencia en los linfocitos B tras la infeccion primaria, se estima que los individuos con infeccion
asintomatica poseen de 1 a 50 células infectadas por cada 5 000 000 de leucocitos (463). De ahi
se infiere que el valor promedio de su CV en sangre total es de aproximadamente 7 copias por
millén leucocitos (rango 1-30 copias) (464). Esto traduce la limitacion que enfrenta la interpretacion
clinica del hallazgo del ADN del VEB en cualquier tejido que pueda tener linfocitos B, mientras que
refuerza la importancia de determinar su CV. Aln mas, su empleo combinado con el diagndstico
histopatologico garantizara mayor precision diagnostica, reducira el margen de error y garantizarq
mejor seguimiento de las patologias asociadas con su infeccion (465).

Por otra parte, se compararon los resultados del gRT-PCR del VEB con los de la IHQ pues la
mayoria de los estudios utilizan este Ultimo proceder como Unico método para identificar y
clasificar la infeccién por VEB en los procesos linfoproliferativos. De esta forma no se encontro
relacion entre la inmunolocalizacion de la LMP1 en el ganglio linfatico de los LNH con la deteccion
del ADN del VEB mediante qRT-PCR ni en el tejido linfoide ni en saliva. Esta proteina se identifico
en tres fragmentos de ganglios linfaticos de pacientes con LNH, mientras que su genoma se
encontré en los 14 pacientes con diagnéstico de LNH. Tampoco hubo asociacion entre la CV del
VEB en ganglio con la deteccion de la LMP1 en el tejido linfoide (p=0.778). Por tanto, la IHQ no
permitio identificar la participacion del VEB en la oncogénesis de estos pacientes, a pesar de los
valores de CV y las evidencias seroldgicas de su infeccion latente en el 100% de los individuos en
los que se diagnosticO un LNH. No obstante, otros autores recomiendan emplear Acs
monoclonales contra varias proteinas del VEB y asi garantizar una mejor caracterizacion de los
linfomas por IHQ (379).

A pesar de que la IHQ permite clasificar los linfomas, se reconoce que con ella se describen
muchas "zonas grises” con solapamiento de caracteristicas morfologicas e inmunofenotipicas de
las células transformadas. Esto hace que en ocasiones se complique la interpretacion de los
resultados (466). Inclusive, otros autores han descrito problemas técnicos debido a la
identificacion de falsos positivos por reactividad cruzada de algunos Acs monoclonales con
proteinas del hospedero (467). Ante estas evidencias y debido a la falta de correlacion entre los
resultados de la IHQ con el gRT-PCR del VEB se refuerza el uso de este dltimo en la
caracterizacion de su infeccion en los LNH. Més adn si otros autores encontraron concordancia
entre la CV del ADN del VEB y la expresion de los EBERs entre pacientes con LH y LNH (468).
Esta ultima herramienta actualmente se considera una técnica sensible para identificar la infeccion
por VEB en las células tumorales (380). Con ello se demuestra la utilidad de ambos métodos para
reconocer su participacion en la transformacion celular de dichos procesos malignos (468).
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En el presente acapite también se encontr6 asociacion significativa entre la deteccion del ADN del
HVH-8 en el ganglio linfatico con el diagndstico histopatolégico de SK (OR 21, IC: 1.54-285.7
p =0.0030). Una vez mas se demuestra su participacion en este tipo de neoplasia, sélo que esta
vez a nivel del ganglio linfatico de pacientes en los que su forma de presentacion fue un Sindrome
Adénico. Entonces la deteccion del genoma de este HVs linfotropo en el tejido tumoral puede
considerarse también un marcador Util en el diagndstico diferencial de este Sindrome. Aln mas,
alertaria al médico de asistencia en el seguimiento periddico del paciente con infeccion por este
agente. Principalmente, en los que se identificaron la LR y la HLTV, pues éstas pudieran
representar estadios iniciales de una neoplasia. Sobre todo, si se ha descrito previamente que los
individuos infectados por el HVH-8 y el VIH tienen un incremento del 60% en la probabilidad de
desarrollar un SK por afio tras la infeccion por el VIH (369).

Segun los resultados obtenidos, se evalud si el gRT-PCR de HVs linfotropos en la saliva de
pacientes con Sindrome Adénico orientaria su diagnostico diferencial antes de indicar la biopsia
del ganglio linfatico. En este sentido, no se encontré asociacion entre la CV del VEB, HVH-6 ni
CMVh en saliva y su deteccion en el ganglio linfatico, como tampoco se reconocié asociacion
significativa con una enfermedad especifica (p> 0.05). Sin embargo, fue diez veces mas frecuente
que los pacientes con Sindrome Adénico en los que se detectd el ADN del HVH-8 en la saliva
tuvieran una infeccion activa de este HVs en el ganglio linfatico (OR 10; IC 1.09-91.44; p=0.0179).
Por tanto, se podria indicar el gqRT-PCR del HVH-8 en la saliva para el estudio del Sindrome
Adénico de los individuos seropositivos al VIH, antes de la biopsia del ganglio linfatico. En este
caso, debido a la baja frecuencia de deteccion de este agente en el ganglio linfatico y en saliva, su
indicacion no reemplazaria la biopsia del ganglio.

En el presente estudio fue mas frecuente detectar el genoma del CMVh en la saliva de pacientes
seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico gque en el ganglio linfatico (OR 30.8; IC: 3.91 -
242.43; p= 0.0000). En concordancia con otros autores (93), se encontrd que la deteccion del
ADN de CMVh en la saliva fue seis veces mas frecuente en individuos con conteo de linfocitos
TCD4+ menor de 200 céls’/mm?® (OR 6.0; IC: 1.57- 22.88; p=0.0062). Como el ADN de CMVh se
detecto solo en el ganglio linfatico de un paciente, no se pudo establecer comparaciones con el
resto de las variables. Sin embargo, se reconoce que este agente no es una causa frecuente de
Sindrome Adénico entre individuos cubanos seropositivos al VIH-1, su deteccién en saliva traduce

el estado de inmunodepresion que padecen estos pacientes.
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Finalmente, debido a la identificacion de las coinfecciones por varios HVs linfotropos tanto en
saliva como en ganglio linfatico, se decidié analizar su comportamiento. De esta forma se conocio
que tanto la deteccion del HVH-6 (OR 64; IC: 6.3-669.1; p=0.0000) como la del HVH-8 (OR 30;
IC: 3.0-311..8; p=0.0001) en el ganglio linfatico se asoci6 con la coinfeccién por el VEB. Inclusive, la
deteccién del ADN de CMVh (p <0.01) y del HVH-8 (p= 0.0134) se asocio de forma significativa
con la presencia de otro HVs en la saliva. Las coinfecciones en ambas muestras no se asociaron
con ninguin diagnastico histopatoldgico, inclusive no existid relacion entre las coinfecciones en la
cavidad oral con las que se identificaron en el ganglio linfatico (p > 0.05). Sin embargo, se conocio
gue fue nueve veces mas frecuente que los pacientes con marcada inmunodrepresion (linfocitos
TCD4+<200 células/mm?) excretaran varios HVs en saliva (OR 9.33; IC: 1.80-48.37; p = 0.0048).
Aln mas, se encontrd que la CV del VEB por encima de 1000 copias en ganglio linfatico (OR
4.48; IC: 1.26-15.81; p=0.0165) y en saliva (OR 6.56; IC: 1.09-39.32; p = 0.0284) se asocio con las
coinfecciones en la saliva. Sin embargo, no se encontrd asociacion entre la CV del VEB en el
ganglio linfético y las coinfecciones en este 6rgano linfoide (p=0.8949).

Desde los inicios de la epidemia del VIH se reconoce la importancia del tejido linfoide en las
manifestaciones clinicas y la patogenia de la infeccion por este agente. De igual forma se ha
comprobado que varios microorganismos pueden producir un aumento de volumen de los
gangllios linfaticos en dichos individuos; en los que existe un dafio de la funcion de este érgano del
sistema linfoide (15). Si a esto se agrega la incapacidad gque tienen de expandir células T virgenes
o células T de memoria con el subsecuente deterioro de la respuesta inmune de células By T
contra Ags nhuevos 0 conocidos (469, 470); entonces se comprenderia el porqué de la
susceptibilidad a la infeccién por diferentes agentes.

Lacroix y colaboradores detectaron el ADN del VEB y HVH-6 en el ganglio linfatico de pacientes
seronegativos al VIH con diagnostico de LH, incluso reportaron que la CV de ambos HVs fue
mayor en aquellos pacientes que estaban coinfectados (437). Posteriormente, ese mismo
colectivo lo involucro en la génesis de la variante esclerosis nodular del LH (471). Sin embargo,
teniendo en cuenta los hallazgos del presente estudio se cuestiona el papel de dicha coinfeccion
en el LH. Esta combinacion sélo se identificd en un paciente con LH y en dos de los pacientes con
LNH. Es mas, el ADN de estos HVs se detectd en el tejido linfoide de individuos con otras
patologias no exploradas por ese colectivo (Tabla IV.9). Si a esto se afiade que: 1) la CV del
HVH-6 fue significativamente inferior a la del VEB en saliva y HVH8 en tejido, 2) no existio relacion

directa entre la amplificacion de su ADN con una patologia especifica. Entonces se puede afirmar
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que la deteccion del HVH-6 en el tejido de los pacientes incluidos en la presente investigacion
corresponde con la amplificacién a partir de células latentemente infectadas.

Griffin y colaboradores notificaron que era frecuente la reactivacion simultanea en la cavidad oral
del VEB y CMVh en individuos seropositivos al VIH, en ausencia de signos clinicos. Sefialaron
incluso gque existen algunos factores especificos para cada HVs que posiblemente repercuten en
su excrecion (3). Aungue en otro sitio mucoso, la reactivacion simultanea de estos dos HVs
también se demostr6 en las vesiculas seminales de individuos seropositivos al VIH-1,
posiblemente a consecuencia del incremento en la presencia de citoquinas en el semen de estos
pacientes (75). No obstante, se desconoce si la reactivacion de estos agentes se relaciona con
déficits generales de la respuesta inmune del hospedero que son comunes a todos los patdgenos
0 si se relacionan con inmunodeficiencias patdégeno especificas.

Lo cierto es que, hasta el momento, se desconoce el papel de la respuesta inmune del hospedero
inmunocompetente en el control de la infeccion por HVs. Por tanto, la identificacion de los
mediadores de la respuesta inmune en los individuos seropositivos al VIH resulta mas complicada
aun. En algunos estudios se ha llegado a reconocer que no existen diferencias en la excrecion de
varios HVs en la saliva entre individuos infectados y no infectados por el VIH, ni asociacion entre la
prevalencia de los HVs en la saliva de pacientes seropositivos al VIH-1 con el conteo de linfocitos
TCD4+ (145). Aungue, otros han demostrado que existe una pérdida significativa del linfocitos
TCDA4+y de células con actividad citotoxica (GranzimaB positivas) en el interior del tejido tumoral
de pacientes VIH positivos con diagnostico de LH (472). También se ha involucrado el posible
efecto del estrés psicosocial y de las condiciones desfavorables de vida en la reactivacion del VEB
y del VHS-2 (80).

IV.4. Caracterizacion molecular del HVH-8 en pacientes con algunas enfermedades
asociadas con este agente

IV4.1. CV y los subtipos del HVH-8 en diferentes muestras clinicas de pacientes
seropositivos al VIH-1 con enfermedades asociadas con este agente

El andlisis filogenético de las secuencias del HVH-8 que se identificaron en las muestras de
pacientes incluidos en el presente estudio confirmé el reporte previo sobre la circulacion de
diferentes subtipos de este HVs en poblacion VIH cubana (37, 38). Durante el periodo 2005-2011
se identifico la infeccion por los subtipos B, A, C, A5 y E del HVH-8 en el 31.9%, 23.4%, 19.1%,
17% y 8.5%; respectivamente, de pacientes con enfermedades asociadas con su infeccion
(Figura IV.15).
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Figura IV.15. Arbol filogenético no rotado que se generd por el método de maxima verosimilitud (ML) a partir
de las secuencias del fragmento del gen ORF-K1 del HVH-8 que se identificO en muestras de pacientes
cubanos seropositivos al VIH-1 con enfermedades asociadas a su infeccion. El andlisis filogenético derivd
del método de maxima verosimilitud en el que se empled el criterio informativo Akaike en el programa
PAUP4.0b (Sinauer Associates, Sunderland, MA, USA). La confiabilidad del arbol se evalué mediante el
andlisis de 1000 réplicas. El nimero de cada nodo indica la probabilidad (p) con que se apoya la agrupacion
de las secuencias. Las cepas de referencia de cada uno de los subtipos se marcan con ® del color

correspondiente al Subtipo.
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En los primeros estudios en que se realizo la caracterizacion molecular del HVH-8 se describio
una restriccion geogréafica de los subtipos del HVH-8. De esta forma se identificd que los subtipos
Ay C circulaban en Europa, EUA, Australia y en el Medio Oriente; mientras que en Asia solo
circulaba el subtipo C. Los subtipos B y A5 se reconocieron fundamentalmente en Africa y el
subtipo D en el sudeste Asiatico, Australia e islas del Pacifico. Finalimente, el subtipo E se encontrd
en amerindios de Brasil (473) y Ecuador (474). También se describieron dos subtipos que no se
han identificado en otras areas geograficas, un subtipo Z que se detectd en un nifio residente en
Zambia (475) y otro subtipo F en nativos de una tribu de Uganda (476).

Se plantea que los subtipos del HVH-8 han co-evolucionado con determinadas poblaciones. En
esta hipétesis se propuso gque su diseminacion en el planeta guarda relacion con el origen de las
migraciones humanas desde Africa a partir de tres momentos. La primera de esas migraciones
hacia el otro lado de Africa Subsahariana se piensa que comenzé 100 000 afios atras (Subtipos
B). La segunda se dirigié hacia el sur de Asia y posteriormente hasta Australia, Taiwan y las islas
del Pacifico entre 60 000 y 70 000 afios (Subtipo D). En la tercera de estas migraciones hubo
bifurcacién en la direccién, una se dirigié hacia Europa y norte de Asia aproximadamente 35 000
anos atras (Subtipos Ay C) y la otra se expandio hacia las Américas (Subtipo E) y norte de
Europa, aproximadamente 15 000 y 10 000 arios atras; respectivamente (477).

Sin embargo, en estas hipotesis no se contempla el papel que han podido ejercer las recientes
migraciones humanas en la introduccion del HVH-8 en el continente Americano. Los hallazgos de
estudios previos realizados en Cuba denotaron que existe una circulacion variable de subtipos del
HVH-8 (A-C y E), tanto en poblacion VIH (37, 38), como en poblacion no VIH (326). En
concordancia, otros autores encontraron resultados similares en Peru (478), Venezuela (479),
Brasil (480) y Guyana Francesa (481). No obstante, a excepcion del estudio de Brasil, el nimero
de pacientes gque se incluyo en dichos estudios filogenéticos es muy reducido, mayoritariamente
en pacientes con SK-SIDA. Todo esto dificulta la identificacion de los origenes de este patégeno
en las Américas, pero traducen el marcado mestizaje que existe en la poblacion americana
receptora de genes de diversas latitudes.

La frecuencia de identificacion de los subtipos del HVH-8 del presente estudio se comparoé con la
que se reconocio en el periodo 1991-2004 (Tabla IV.11). De esta forma se encontrd que existian
diferencias significativas en la identificacion de los subtipos entre ambos periodos (p=0.0132), por
lo que se procedi6 a identificar cuél de los subtipos era el que definia esta significacion. Entonces
se descubrio que fue seis veces mas frecuente detectar pacientes infectados con subtipos B en el
periodo 2005-2011 que aquellos infectados con subtipo A (OR 6.13; IC 1.88 - 19.93; p=0.0017).
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Asimismo, se encontro incremento significativo en el diagnostico de subtipos E en comparacion
con los subtipos A (p=0.0243), aunque esta asociacion no constituyd un riesgo (OR 9.81; IC: 0.98
-97.99).

Tabla IV.11. Distribucion de los subtipos del HVH-8 que se identificaron en Cuba segun los periodos de
estudio. (2005-2011; 1991-2004).

Subtipos HVH-8 2005-2011 2004-1991 Total
A u 27 38
B 15 6 21
C 9 9 18
E 4 1 5
A5 8 6 14
Total 47 49 96

Hasta el momento, no se habian reportado cambios en la circulaciéon de los subtipos del HVH-8
en un grupo de individuos de una misma zona geogréfica. Los resultados obtenidos en el
presente estudio asi lo demuestran. No obstante, White y colaboradores si encontraron mayor
diversidad genética y seleccion positiva del subtipo B, comparado con el subtipo A5 en residentes
de Zimbawe (482). Quizas el subtipo B que circula en Cuba ha logrado evolutivamente mayor
patogenicidad con transmision eficiente entre individuos seropositivos al VIH-1, a pesar del uso de
la TARVAE. Esto puede guardar relacién con el reporte mantenido de casos de SK-SIDA en ese
grupo poblacional. Ahora bien, serd necesario identificar los mecanismos que favorecen la
transmision de un subtipo mas que del otro, inclusive sobre la capacidad de los mismos para
producir enfermedad. Es valido aclarar que las secuencias del HVH-8 del presente acapite se
obtuvieron a partir de pacientes con enfermedades asociadas con su infeccion. Por lo tanto, no se
puede descartar el efecto de una mayor virulencia del subtipo B en individuos
inmunocomprometidos que conlleven a una sobrestimacion de su incidencia. Su impacto tendra
que evaluarse en futuras investigaciones a partir de individuos infectados con el HVH-8 pero sin
evidencias clinicas de enfermedad.

IV.4.2. Relacion entre la CV y el subtipo del HVH-8 con el comportamiento clinico,
epidemioldgico e histopatoldgico
Muy pocos estudios se han realizado con vistas a evaluar el efecto de marcadores del HVH-8 en

el desarrollo de las enfermedades que este HVs produce en individuos seropositivos al VIH-1. Tal
vez a consecuencia de la distribucion geografica de los subtipos del HVH-8 en determinadas
poblaciones, el nimero reducido de pacientes que se pueden reclutar y ademas por la incidencia
tan baja de las enfermedades que este agente es capaz de producir. Por tanto, el presente
estudio retine condiciones favorables para evaluar el efecto de la CV y el subtipo del HVH-8 en el

desarrollo de diferentes patologias, debido a la circulacion simultanea de varios subtipos de este
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radinovirus en poblacion VIH cubana. No obstante, se reconoce que el nimero de pacientes con
otras enfermedades no SK-SIDA también es limitado.

En el presente estudid se comprobd la capacidad oncogénica de los subtipos del HVH-8 al
detectarse en muestras clinicas de pacientes con enfermedades asociadas con su infeccion
(Tabla IV.12). Sin embargo, el subtipo E solo se encontré en pacientes con diagnéstico de SK-
SIDA. En el 60% de los pacientes con linfomas de células B (LNH, LH, LEP) se reconocio la
infeccion por el subtipo B. Existié asociacion significativa entre la infeccion por el subtipo A5 con el
diagnéstico de linfadenopatia relacionada con el SIDA (p=0.0259) (Cub 1GL/09 y Cub 62GL/09),
mientras que el resto de las patologias que se diagnosticaron en fragmentos de ganglios linfaticos
se reconocio la infeccion por diferentes subtipos del HVH-8.

Tabla IV.12. Distribucion de los subtipos del HVH-8 segun el diagnéstico histopatolégico que se identificé en
pacientes seropositivos al VIH-1(2005-2011).

Subtipos del HVH-8

A B C E A5
9 11 7 4 6
SK-SIDA (81.8%) (73.3%) (77.8%) (100%) (75%)
1 1 1
LEP (9.1%) (6.7%) (11.1%) i i
2
LNHy LH - (13.3%) - - -
. 1 1
SK en ganglio - (6.7%) (11.1%) - -
Linfadenopatia relacionada i i i i 2
con el SIDA (25%)
1
HLTV (9.1%) - -
Total 11 15 9 4 8
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Contrario a los resultados de otros autores (483), la secuenciacion del gen ORF-K1 permitio
reconocer que la capacidad oncogénica del HVH-8 es un factor independiente del subtipo viral.
Otros han involucrado a varios subtipos de este HVs en la génesis de las variantes clinico-
epidemiologicas del SK, con una frecuencia variable (477, 484). No obstante, en concordancia
con Cassar y colaboradores, se descubrié que el subtipo E del HVH-8 que circula en poblacion
VIH cubana es capaz de producir SK (478); a pesar que en amerindios de Brasil este subtipo no
se relaciond con el SK (473). Este subtipo entonces podria representar un subtipo autoctono
cubano que al parecer incrementa su circulacion entre individuos seropositivos al VIH-1, en los
gue si es capaz de transformar células endoteliales.

A pesar de la variacion en la frecuencia de identificacién del subtipo B del HVH-8, no se puede ser
categorico en cuanto a su asociacion con los linfomas de células B. Solo se alerta sobre el

incremento en el espectro de patologias tumorales que este subtipo es capaz de producir en
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individuos seropositivos al VIH-1. No obstante, seria valido resaltar que la participacion del HVH-8
entre las variantes de LNH es controversial y motivo de debate actual. Algunos coinciden en que
si se detecta su ADN en el ganglio linfatico de pacientes VIH positivos con diagndstico de un
proceso linfoproliferativo éste HVs esta involucrado en la patogenia de la enfermedad y no se
debera considerar un simple hallazgo de la infeccion oportunista. Incluso, se ha sugerido que la
activacion del sistema de sefiales a partir del receptor de IL-6 podria tener un rol importante en la
mayoria de los casos (485). Otros autores describieron casos raros de LNH variedad IB positivos
al HVH-8 en tejidos solidos de pacientes VIH y propusieron que se consideraran LEP
extracavitarios. Estos tumores son idénticos al LEP desde el punto de vista morfoldgico,
inmunofenotipico y genético a pesar de discretas diferencias en la expresion de inmunoglobulinas,
presentacion y curso clinico (486).

Por tanto, a partir de los conocimientos actuales habria que reevaluar la participacion de los
subtipos del HVH-8 en los LNH que aparecen en poblacién VIH cubana. Se necesita de una
caracterizacion integradora de los linfomas en los que se debe incluir el diagnéstico viroldgico,
pues la participacion de los gammaherpesvirus en procesos linfoproliferativos es una realidad. No
obstante, se debe resaltar que la CV del HVH-8 (66 copias/100ng ADNg) en el ganglio linfatico fue
inferior a la CV del VEB (32 440 000 copias/100ng ADNg) en el paciente que se diagndstico un
LNH de células grandes difuso variedad IB. Ademas, en el paciente con diagnostico de LH el
genoma del HVH-8 se amplifico a partir de la muestra de saliva simultdneamente con otros HVs
(CMVh, HVH-6 y VEB) no en el ganglio linfatico. Habra que definir en el futuro proximo la
factibilidad de incluir tanto métodos moleculares como inmunohistoquimicos para identificar la
presencia del HVH-8 en la caracterizacion de los linfomas. Herramientas que hasta el momento
nuestro pais no contaba.

El LEP no es una forma comun de evolucionar la infeccion por el HVH-8 y los reportes en la
literatura son escasos. Los primeros casos de LEP se describieron en pacientes SIDA en el afio
1989 en los EUA (487). Actualmente se considera una enfermedad poco comun que representa
entre el 3 y 4% de los LNH asociados a la infeccion por el VIH (488, 489). De hecho, los pacientes
con LEP incluidos en este acapite constituyen los primeros casos que se diagnostican en Cuba
desde el inicio de la epidemia del VIH en 1986. El conocimiento de que los tres pacientes estaban
infectados con subtipos diferentes del HVH-8 (Tabla IV.12), demuestra que el subtipo infectante no
es un marcador que define el desarrollo del LEP. En esta variedad de linfoma, si se acepta que la

infeccion por el HVH-8 constituye una regla (490), mas que una excepcion (491).
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Ademas, se debe afadir que en concordancia con otros autores (7, 492) el ADN del VEB se
detectd en la efusion de los tres pacientes con LEP, con lo que se reconoce el papel de la
coinfeccién por ambos gammaherpesvirus en su génesis. En la mayoria de los casos de LEP
reportados hasta el momento, se ha detectado mediante hibridacion in situ la presencia de ARNm
del VEB en las células tumorales. Es por ello que se ha implicado como un posible cofactor para
el desarrollo de la enfermedad, aungue los mecanismos que intervienen no se han dilucidado
(493). Segun algunos estudios se ha sugerido que existen interacciones a nivel molecular entre el
HVH-8, el VEB y el VIH-1 que promueven tanto el establecimiento de la infeccion latente como la
replicacion litica en las células coinfectadas (494, 495).

La mayor parte de las series de casos con diagnéstico de LEP que se han publicado provenientes
de América, ltalia, Espafia y Francia comparten determinadas caracteristicas clinicas y
epidemiologicas. EL LEP aparece en homosexuales, blancos, entre los 37 y 44 afios de edad, las
muijeres excepcionalmente resultan afectadas (489, 496-500). Los sintomas traducen el efecto de
masa ocasionado por la acumulacion del derrame en la cavidad (490). Generalmente son
individuos seropositivos al VIH con una disminucion del conteo de linfocitos T CD4+ al momento
del diagndstico (279). En un nimero significativo de estos pacientes se recoge el antecedente de
SK o0 de EMC. En comparacion con otros LNH asociados al SIDA, el riesgo de padecer un LEP
es mayor en aguellos individuos en los que se ha diagnosticado previamente un SK (501).
También se comparo la secuencia aminoacidica del HVH-8 identificada en pacientes con LEP y la
de aquellos infectados por el mismo subtipo pero con otras patologias identificadas en el mismo
periodo. Solo se encontrd un cambio de S por F en la posicion 84 del subtipo B del HVH-8 que se
detecto en el paciente con efusion pleural (Cub 427/07), mientras que en la secuencia del subtipo
A del HVH-8 relacionado con la efusién peritoneal en (Cub 275LA/11) se encontrdé una mayor
variabilidad con cambios de Q96T, Q97E, L101F, G102P y N246D. Las secuencias Cub
296/09 y Cub 50GL/09 pertenecientes al mismo paciente se agruparon en la misma rama del
arbol filogenético como subtipo C (p= 0.032). Sin embargo mediante la inspeccion visual del
alineamiento se reconocieron algunas diferencias a nivel aa. Cub 296/09 tuvo un cambio de
L2691, mientras que Cub 50GL/09 mostro los siguientes cambios: G191A, L197S, L213I, P254H.
Varios autores han descrito la variabilidad genética del HVH-8 (477, 502, 503). Los estudios
filogenéticos indican que los subtipos de este HVs exhiben una variabilidad a nivel nucleotidico
menor del 0.4%, considerandosele un virus muy conservado (504). Por el contrario, el analisis de
las secuencias del gen ORF-K1 demuestra que en este gen se pueden producir hasta el 30% de

cambios a nivel aa, con lo que se denota su amplia diversidad genética. La variabilidad de este
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fragmento puede compararse con la que presenta la proteina de envoltura del VIH-1 (182). El gen
ORF-K1 se ubica en el extremo izquierdo del genoma del HVH-8 y codifica una proteina de
membrana de tipo 1 (505). Posee dos segmentos gque se reconocen como regiones variables 1y
2 localizadas en dos dominios extracelulares (RV1y RV2), en las que se concentra su variabilidad
nucleotidica (182). Aunque todavia no se ha comprobado, se piensa que dichas variaciones se
producen por seleccion positiva. En este fendmeno evolutivo los cambios nucleotidicos no
sinGbnimos superan los cambios sinénimos que producen alteraciones marcadas en la secuencia
aminoacidica (506). Sin embargo, no se ha comprobado el efecto biologico de dichos cambios en
la capacidad transformante y la traduccion de sefiales de la proteina K1.

En otras regiones del genoma también se han encontrado sitios variables (507), y se ha
demostrado que a través de la sustitucién aminoacidica (aa 31 y 34) en el motivo LXXLL del gen
Kaposin se obtiene en cultivo de células una proteina Kaposin sin capacidad transformante (508).
No obstante, no se puede pasar por alto el posible efecto de los errores de la Enzima Taq
Polimerasa durante el PCR (507). Por tanto, en futuras investigaciones habria que evaluar si las
variaciones identificadas en el presente estudio impactan en las oncogénesis que induce la
proteina K1 o si sélo traducen la acumulacion de cambios aa en el intento por evadir la respuesta
inmune del hospedero.

Por primera vez se asocia la infeccion por el subtipo A5 del HVH-8 en pacientes con diagnéstico
histopatologico de linfadenopatias relacionadas con el SIDA. La CV del HVH-8 en el ganglio
linfatico de ambos pacientes estuvo por debajo de las 500 copias/100 ng de ADN, en los que
también se ampilifico el ADN del VEB (Cub 1GL/09 CV del HVH-8: 79 copias/100 ng de ADNg y
CV del VEB: 90 copias/100 ng de ADNg ; Cub 62GL/09 CV del HVH-8: 495 copias/100 ng de
ADNg y CV: VEB 200 copias/100ng ADNg). Los valores de CV del HVH-8 son inferiores a los
detectados en el resto de las patologias en las que se identificd su ADN. En el ganglio linfatico de
ambos pacientes no se encontro evidencias histopatologicas de transformacion celular. Ademas,
el diagnostico de la infeccién por el VIH se realiz6 poco tiempo antes de la identificacion del
Sindrome Adénico, por lo que se refuerza el diagnostico de infeccién primaria por el HVH-8
referida en acapites previos. El seguimiento clinico de estos pacientes permitra conocer la
evolucion de la infeccion por este agente.

Se ha especulado sobre la importancia que tienen los factores virales en el desarrollo del SK,
aunque su efecto se ha explorado poco. No se han encontrado evidencias contundentes sobre la
variacion en la virulencia entre los subtipos del HVH-8 que circulan al mismo tiempo (341). De

cualquier forma el efecto de los factores virales necesitan de mayor exploracion. En concordancia
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con otros autores (507, 509), no se encontrd asociacion significativa entre los subtipos del HVH-8
con el conteo de linfocitos T CD4+, la CV del VIH, el sexo, la edad, la orientacion sexual y los
estadios histologicos del SK-SIDA. Tampoco hubo diferencias significativas en los valores de la
CV del HVH-8 entre los subtipos de este agente (p=0.398) (Figura IV.16).
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Figura IV.16. Logaritmo de la CV del HVH-8 detectada mediante gRT-PCR en muestras clinicas de
individuos cubanos seropositivos al VIH-1linfectados con diferentes subtipos del HVH-8 (2005-2011).

Sin embargo, si existieron diferencias significativas en el nimero de copias del ADN del HVH-8
entre los distintos compartimentos en los que se detecto6 su infeccion (p=0.000) (Figura IV.17). Asi
se pudo identificar que la media de la CV del HVH-8 en el liquido de la efusion de los pacientes
con diagndstico de LEP fue superior a la que se detectd en el tejido de pacientes con SK-SIDAy
en aquellos con diferentes patologias en el ganglio linfatico. Por lo que se comprueba que la CV
del HVH-8 constituye un marcador importante en el monitoreo de las enfermedades asociadas

con su infeccion.
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Figura IV.17. Logaritmo de la CV del HVH-8 detectada mediante gRT-PCR del gen ORF-26 en muestras
clinicas de pacientes con diferentes patologias asociadas con este agente (2005-2011).
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Gracias al gRT-PCR se ha conocido que existen diferencias en los valores de CV del HVH-8
entre las enfermedades con las que se ha asociado su infeccion en diferentes sitios anatomicos.
En concordancia con los resultados obtenidos en el actual estudio, otros investigadores
identificaron que la CV del HVH-8 es mayor en la efusion de los pacientes con LEP. No obstante,
los valores en las CMSP de pacientes con EMC es superior al que se detecta en las CMSP de
pacientes con LEP, pero los valores de éstas Ultimas superan a los encontrados en CMSP de
individuos con SK (272, 510, 511). A partir de estos hallazgos se reconoce a la CV del HVH-8
como un marcador virologico importante para diferenciar cada una de estas patologias, sobre
todo en aquellos pacientes con SK previo en los que se sospecha la aparicion del LEP o la EMC.
Ademas, estos resultados podrian sefialar la existencia de caracteristicas especificas del HVH-8
que le permiten mantenerse, replicarse y transformar diferentes células dianas para producir
procesos linfoproliferativos, SK o la EMC. Hasta el momento, estas diferencias no se han podido
determinar (512).

IV.5 Consideraciones generales
Las investigaciones que se agrupan en el presente estudio permiteron conocer el

comportamiento de la infeccion por HVs en algunas de las patologias que causan en individuos
seropositivos al VIH-1 en la era post-TARVAE en Cuba. No sélo como agentes causales de
procesos agudos infecciosos a nivel del SNC (SNI) y en el ganglio linfatico (LR, LG), sino como
agentes involucrados en la oncogénesis de diferentes neoplasias (SK-SIDA, LNH, LH, LEP)
relacionadas con la infeccién por los Gammaherpesvirus.

En primer lugar se evidencio la participacion de los HVs en la infeccion del SNC de individuos
cubanos infectados por el VIH. En ellos, el uso de la terapia antirretroviral no los excluye como
posibles agentes implicados en su morbilidad. No obstante, se observo que es mas comun que
aquellos individuos que reciben TARVAE tengan una mejor recuperacion de la infeccion del SNC
por HVs, que aquellos que no la reciben. Sin embargo, la influencia de la TARVAE en la incidencia
del SNI por HVs tendria que evaluarse en estudios futuros. La PCR anidada muiltiple para la
deteccion de HVs en el LCR prob6 ser una herramienta diagnostica muy Util en el diagndstico de
su infeccion a nivel del SNC. Esta técnica permitio reconocer la participacion de uno o varios HVs
en el SNI de individuos seropositivos al VIH-1. No obstante, por los resultados obtenidos en los
estudios en los que se evaluo el valor de la CV de los HVs linfotropos habria que investigar en el
futuro proximo su utilidad en el manejo del SNI por HVs en poblacion VIH cubana.

Asimismo, se normalizé un protocolo de gRT-PCR rapido, especifico y altamente sensible para

determinar la CV del HVH-8. Su incorporacion al flujograma diagnéstico del Laboratorio de ITS del
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Departamento de Virologia significara en un salto cualitativo no solo para el diagnostico de la
infeccion por este HVs, sino también en el monitoreo de la respuesta terapéutica y en estudios de
la patogenia de su infeccion. Se comprobd ademas que la plataforma LightCycler constituye un
sistema muy seguro que reduce el riesgo de contaminaciones y permite obtener los resultados en
poco tiempo.

Por primera vez se demostré el papel de la infeccidn sistémica en la oncogénesis asociada al
HVH-8, confirmandose la presencia del virus en diferentes compartimentos de un mismo individuo
con o sin diagnostico de SK-SIDA. Ademas se demostro la participacion del VEB en los linfomas
que aparecen en individuos seropositivos al VIH-1. Uno de los aspectos mas enigmaticos del
estudio de la infeccién por estos patdégenos latentes radica en discernir entre la deteccion de su
genoma en células latentemente infectadas de aquel que se encuentra en células que soportan
su replicacion litica. Para ello se han llevado a cabo estudios que emplean gRT-PCR para
cuantificar el genoma de HVs, comprobandose que no es suficiente demostrar su presencia en
determinadas muestras clinicas sino que se precisa definir la cuantia de dicha deteccién. Esta
constituye una via que permite definir su participacion en la enfermedad que se investiga. De esta
forma se han obtenido evidencias importantes sobre el conocimiento de mecanismos por los que
los HVs establecen su infeccion en el hospedero, resaltandose la limitacion de los ensayos
serolégicos en su diagnéstico. No solo por la elevada seroprevalencia que estos patdégenos son
capaces de producir, sino por las limitaciones inherentes a los ensayos inmunoenzimaticos.
Ademas, los ensayos serologicos son de poca utiidad en individuos con sistema inmune
deteriorado pues en ocasiones éstos no logran establecer una respuesta adecuada de Acs.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran la utilidad del gqRT-PCR en el
estudio de la infeccion por patdgenos latentes. En primer lugar, permitid demostrar que el HVH-8
es capaz de producir una infeccion sistémica en pacientes con SK-SIDA. Dicha infeccion es un
proceso dinamico y complejo, en el que se involucran varios fluidos y células del hospedero
infectado (Figura IV.18).
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Figura IV.18. Modelo de la patogenia de la infeccion por el HVH-8.

Proponemos que el contacto de un individuo susceptible con la saliva de un paciente con SK-
SIDA, en el que se detecta elevado nimero de copias del ADN del HVH-8, garantiza la
adquisicion de este HVs. El contacto de la particula viral con el epitelio de la mucosa favorece el
establecimiento de su infeccion, incluso de los linfocitos B y otras células efectoras de la respuesta
inmunitaria innata (macrofagos, células NK, células dendriticas) que pueden transportarlo hasta
los centros germinales de los ganglios linféticos. El intercambio de saliva puede ocurrir no sélo en
el transcurso de una relacion sexual, sino a través de la convivencia en el mismo domicilio con un
individuo infectado. No obstante, habria que definir las practicas sexuales, los factores de
favorecen la transmision horizontal del HVH-8 asi como el tiempo de exposicion necesario para
establecerse en el hospedero.

El HVH-8 entonces establece su infeccion latente en las células del epitelio mucoso con lo que
garantiza no solo su persistencia en el hospedero, sino la evasion de la respuesta inmune. Sin
embargo, por la CV que se detecto en la saliva se sugiere que este agente es capaz de lograr

progenie viral mediante ciclos de replicacion activa en las células epiteliales. Con ello el HVH-8
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garantiza su excrecion a través de la saliva e incluso la infeccion de nuevas células permisivas.
Por supuesto que esta replicacién ocurriria con menor intensidad que la que tiene lugar a nivel de
la lesion, ya que el nimero de copias que se detectd en las muestras de saliva fue
significativamente inferior.

Los linfocitos B que resultaron infectados tras su paso por la cavidad oral seran la via principal que
le permitird al virus circular en la sangre periférica en su estado latente, hasta que se rednan las
condiciones idoneas para establecer la transformacion celular en algun sitio anatomico. Esto
justifica la deteccion del ADN del HVH-8 en las CMSP en los individuos infectados de forma
asintomatica (contactos). La coexistencia de algunos factores sistémicos y locales (coinfeccion
con el VIH y con otros HVs, inmunodepresion, factores genéticos, hipoxia tisular) en el hospedero
permitiran el establecimiento de la infeccidn en las células endoteliales; no sélo a nivel de la piel,
sino también a nivel de otros drganos diana: membranas mucosas, ganglio linfatico, pulmaon,
tracto gastrointestinal.

Entonces, los valores de CV que se detectan en el sitio del tumor traducen no sélo la amplificacion
del genoma del HVH-8 en células latentemente infectadas, sino que de forma simultanea en
algunas células endoteliales este agente establece su replicacion litica. Esto le permite infectar a
nuevas células endoteliales y otras células del sistema inmune a medida que progresa la lesion.
Estos ciclos de replicacion litica podrian tener lugar de forma recurrente, con lo que se justificaria
la presencia intermitente de un escaso nimero de copias de ADN del virus en las muestras de
plasma. No obstante, durante la infeccion activa a nivel de la orofaringe también se puede
producir el paso de un escaso numero de particulas virales a la circulacion general, su papel en la
patogenia de la infeccién habria que definirlo.

Los resultados obtenidos obligan a la reflexion sobre algunos aspectos que abren nuevas
interrogantes a las que hasta el momento no se ha encontrado una respuesta plausible y
categorica. Hasta qué punto los valores inferiores de CV del HVH-8 que se detectaron en saliva,
CMSP y plasma con respecto a los encontrados en tejido representan la existencia de un
programa unico de latencia caracterizado por un escaso nimero de copias del genoma viral por
célula. En caso de ser asi, cuales serian entonces los mecanismos involucrados en la regulacion
de esta estrategia replicativa que permite establecer diferencias entre los sitios anatomicos mas
distantes.

Se corrobord que en Cuba circulan varios subtipos del HVH-8, pero se comprobd que existe un
aumento en la frecuencia de identificacion de pacientes infectados con subtipos B, el que no solo

es capaz de participar en la oncogénesis del SK-SIDA, sino en otros procesos linfoproliferativos.
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Los subtipos mas frecuentes son los que progresan hacia la enfermedad asociada con la
infeccion por HVH-8 alrededor de los tres afios de diagnosticada la infeccion por el VIH. Se
sugiere que el subtipo E se asocia con el SK-SIDA y el subtipo A5 se relacioné de forma
significativa con las linfadenopatias relacionadas con el SIDA. A pesar de que se identificaron
algunas variaciones en la secuencia aa de diferentes aislamientos del HVH-8, su impacto en la
transformacion celular y transmision de este agente debera evaluarse en investigaciones futuras.
Estas pueden ser el resultado del mecanismo adaptativo del HVH-8 con vistas a evadir la presion
selectiva del sistema inmune. No obstante, todos estos hallazgos resaltan la importancia del
monitoreo de la infeccion por este agente no solo en poblacion VIH, sino en poblacion general con
vistas a tener una vision real de la prevalencia de su infeccién en Cuba.

El estudio sobre la participacion de los HVs linfotropos en el Sindrome Adénico permitié conocer,
por primera vez, la frecuencia con que se identifica el genoma de estos agentes en el ganglio
linfatico y saliva de estos pacientes. Asi fue que se reconocio que el VEB es el HVs mas frecuente
en ganglio y saliva, aunque son comunes las coinfecciones. Se pudo comprobar que el
diagndstico seroldgico no permitié llegar al diagndstico nosoldgico del Sindrome. Sin embargo, la
CV de estos HVs permitié6 demostrar que el HVH-6 y el CMVh no tienen una participacion activa
en dicho Sindrome. También se identifico que la CV del VEB en ganglio linfatico puede
considerarse un marcador tumoral; mientras que la CV del HVH-8 en ganglio y saliva es Util para
reconocer la participacion de este agente en el Sindrome Adénico. Finalmente se comprobd que
la CV de HVs linfotropos en ganglio linfatico y saliva constituyen marcadores que permiten
diferenciar el tipo de infeccion latente/litica de estos patdgenos en ambos compartimentos.

Un hallazgo comun en las patologias que se abordaron en el presente estudio fue la identificacion
de coinfecciones no sblo entre varios HVs sino con otros patdgenos no virales. Esto demuestra
que las infecciones por varios microorganismos pueden ocurrir en individuos con deterioro de la
respuesta inmune, entre las que deben existir interacciones que le permiten colonizar, persistir,
reactivarse e incluso transformar células. Este efecto colaborador habr& que definirlo en el futuro
proximo, por lo que el diagnéstico de la infeccion debe tener un enfoque integrador segun el
sindrome clinico que se esté estudiando.

Por otra parte, la saliva de pacientes seropositivos al VIH-1 con diferentes patologias prob6 ser
una importante via por la que se excretan los HVs linfotropos. Si se pretende limitar su
transmision, es importante identificar no sélo la frecuencia de excrecion sino la magnitud de su

presencia en este fluido. Este constituye un paso primordial para evaluar su posible impacto no
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soOlo en otros individuos VIH sino en poblacion general que mantienen contacto con estos
pacientes.

Finalmente, las diferencias que se detectaron en la CV de los HVs estudiados denotan la
existencia de mecanismos especificos de control de la infeccion por parte de los efectores de la
respuesta inmune en sitios anatdmicos distantes. De esta forma en la cavidad oral de los
individuos seropositivos al VIH-1 estos agentes en ocasiones son capaces de burlar la accion de
la respuesta inmune. Asi logran obtener una progenie viral que garantizara no solo la
perpetuacion de su especie en la naturaleza a través de su paso a un hospedero susceptible, sino
en el propio hospedero mediante la infeccion de nuevas células diana. Su paso a los ganglios
linfaticos que drenan los sitios de entrada constituyen la via por la que pueden llegar a infectar a
otras células susceptibles del sistema inmune o de burlar la inmunovigilancia y establecer la
transformacion neoplasica. Aquellos que logran vencer esta linea de defensa son transportados
hacia los tejidos mediante las células latentemente infectadas del propio sistema inmune. Una vez
en los tejidos, se pueden producir varios eventos, en dependencia de la capacidad de la
respuesta inmune local de limitar 0 no su replicacion. Entonces, si encuentran las condiciones
idoneas pueden establecer una infeccién aguda con estigmas clinicos de dario tisular (SNI, LR).
Por el contrario, pueden establecer ciclos repetitivos de replicacion que le permiten crear las
condiciones locales no sélo para evadir la respuesta inmune, sino para modificarla en beneficio
propio y asi lograr establecer la oncogénesis (SK-SIDA). En el tumor, pueden llegar a limitar la
capacidad efectora de las células del sistema inmune independientemente de su competencia en
la circulacion periférica. De esta forma, se resalta la importancia del reconocimiento de los
mediadores de la respuesta inmune que resultan diana de la accién de estos agentes en distintos
sitios anatdmicos. Ello permitird comprender la patogenia de su infeccion y definir las medidas
necesarias para el control de las enfermedades que los HVs causan en el hospedero

inmunocomprometido.
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V. CONCLUSIONES

e Los HVs gue con mayor frecuencia producen SNI en individuos cubanos seropositivos al
VIH-1 son el CMVh y el VEB, aungue son frecuentes las coinfecciones por HVs.

e No existe asociacion entre la infeccion del SNC por HVs y el comportamiento clinico-
epidemioldgico del SNI en individuos seropositivos al VIH-1, reafirmandose la importancia del
diagndstico viroldgico en el manejo de los mismos.

¢ La frecuencia de Acs contra el VEB, CMVh y HVH-6 es elevada en individuos seropositivos
al VIH-1, su determinacion no permite identificar el diagnéstico definitivo de la enfermedad
causante del Sindrome Adénico.

e El VEB es el HVs linfotropo mas frecuente en ganglio linfatico y saliva de pacientes
seropositivos al VIH con Sindrome Adénico, aungue son comunes las coinfecciones;
demostrandose que no es frecuente la infeccion por CMVh y HVH-6 en esta patologia.

e La CV de HVs linfotropos en ganglio linfatico y saliva constituyen marcadores que permiten
diferenciar el tipo de infeccion latente/litica de estos patdgenos en ambos compartimentos.

e LaCVdel VEB en el ganglio linfético y del HVH-8 en saliva puede constituir marcadores Utiles
en el diagndstico nosolégico del Sindrome Adénico de pacientes seropositivos al VIH-1.

e Es frecuente detectar simultaneamente el ADN del HVH-8 en diferentes fluidos y células
tanto de pacientes con SK-SIDA como en sus contactos, con lo que se demuestra el efecto de
la infeccion viral sistémica en la oncogénesis por este agente.

¢ No existe asociacion entre la CV del HVH-8 con los estadios histopatologicos del SK pero los
HSH poseen mayor riesgo de infeccion por este agente incluso de desarrollar un SK con alta
carga viral en el tumor.

e Se confirma que en Cuba circulan varios subtipos del HVH-8 en adultos seropositivos al VIH-

1 observandose un incremento en la frecuencia del subtipo africano B.
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e Los subtipos del HVH-8 no se asocian con patologias especificas pero su CV si permite

identificar que existen diferencias en la estrategia replicatva de este agente en las

enfermedades que este virus tumoral produce.
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VI. RECOMENDACIONES

¢ Evaluar la introduccion del diagnéstico mediante PCR en tiempo real de la infeccion del SNC por

HVs en pacientes seropositivos al VIH-1 con SNI en Cuba.
e Realizar estudio de seroprevalencia de infeccion del HVH-8 en poblacion general.

e Introducir la CV del VEB y HVH-8 en el diagndstico diferencial del Sindrome Adénico de
pacientes seropositivos al VIH-1.
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ANEXO 1
NOVEDAD CIENTIFICA

e Aporta nuevas evidencias sobre la participacion de los HVs en las infecciones del SNC en
pacientes cubanos seropositivos al VIH-1 a pesar de la introduccion de la TARVAE.
¢ Se muestran evidencias que reafirman la naturaleza sistémica de la infeccion por HVH-8 tanto en
individuos con SK-SIDA como en contactos asintomaticos infectados y no infectados por el VIH-1.
e Aporta nuevos datos sobre la patogenia de la infeccion del HVH-8 y demuestra el papel de la
saliva en su transmision tanto mediante la saliva de pacientes con SK-SIDA, de contactos
asintomaticos de pacientes con SK-SIDAy de pacientes con Sindrome Adénico.
¢ Se realiza el primer reporte de transmision intrafamiliar del HVH-8 en Cuba.
¢ Permitié reconocer la existencia de otros cofactores que inciden en la evolucion de la infeccion por
el HVH-8 en Cuba: efecto de la raza, la orientacion sexual, efectores de la respuesta inmune, subtipo
viraly CV del HVH-8.
¢ Por primera vez se evalla la frecuencia de HVs linfotropos en ganglios linfaticos y muestras de
saliva de pacientes cubanos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico.
¢ Por primera vez se realiza la caracterizacion clinica, anatomopatolégica y virolégica del Sindrome
Adénico en individuos cubanos seropositivos al VIH-1.
e Los resultados de la CV del VEB resaltan el origen infeccioso de los linfomas de células B de
pacientes cubanos seropositivos al VIH-1 y demuestran su utilidad como marcador de proceso
linfoproliferativo.
¢ Se evidencia la participacion de coinfecciones entre HVS, incluso con otros microorganismos, en la
patogenia de algunas de las patologias que se diagnostican en individuos seropositivos al VIH, tanto
de evolucién aguda como en procesos tumorales.
¢ Se reafirma la presencia de varios subtipos del HVH-8 en Cuba, incluso se alerta sobre el
incremento de la circulacion de algunos de ellos, reconociéndose por primera vez su participacion en
procesos linfoproliferativos de pacientes seropositivos al VIH-1.

VALOR TEORICO PRACTICO
¢ Permitio introducir el diagnastico del HVH-8 mediante g-RT-PCR en Cuba.
¢ Aporta evidencias sobre la transmision de los HVs lifotropos mediante la saliva de pacientes
seropositivos al VIH-1 con enfermedades asociadas al HVH-8, con Sindrome Adénico y en

contactos asintomaticos.
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¢ Se recomienda introducir la determinacion de la CV de HVs linfotropos en el diagndstico diferencial
del Sindrome Adénico de pacientes seropositivos al VIH-1.

RECONOCIMIENTOS
¢ El estudio de la infeccion por HVs en el SNC de pacientes seropositivos al VIH-1 con SNI formo
parte del Logro de la Academia de ciencias de Cuba, 2007. Titulo: Impacto de la infeccion por CMVh
en individuos cubanos con diversas patologias. Resultd mencion en el Concurso Central del Premio
Anual de Salud, afio 2009. Titulo: Papel de la infeccion por Citomegalovirus en individuos cubanos
con diversas patologias.
e El estudio de la infeccién por HVH-8 en pacientes con SK-SIDAy sus contactos obtuvo 2do Lugar
en XlIl Jomada Cientifica de Médicos Residentes de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri; 2007. Obtuvo Mencion la categoria Tesis en el XXXIV Concurso premio anual de la
salud 2009 (Nivel Provincial). Titulo: Carga viral del Herpesvirus humano 8 en individuos con
Sarcoma de Kaposi epidémico y sus contactos: implicaciones en la transmision y patogenia de la
infeccion. Fue seleccionado como Resultado Relevante a nivel Institucional y posteriormente se
aprobd como logro de la Academia de Ciencias de Cuba, en el afio 2011. Titulo: Aportes al
conocimiento sobre la patogenia, transmision y caracterizacion molecular del HVH-8, 2005-2009.
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Human Herpesvirus 8 DNA by real time PCR in different tissues of HIV infected Cuban patients with
Kaposi's sarcoma. Herpesviridae 2010, 1:3.
6. Martinez, PA, V. Kouri, Y. Aleman, O. Blanco, V. Capd, M.E. Rodriguez, M. Dovigny, L. Cardell4,
A. Gala, N. Jiménez, C. Luzardo, C. Correa, L. Pérez, A. Alvarez, U. Hengge. High diversity of HHV-8
molecular subtypes in AIDS-KS Cuban individuals and its relation with HHV-8 load: evidence of
subtype B expansion. Clinical Microbiology and Infection, 2010; 16 Sup No. 2, Page S335.
.7. Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados de latesis
¢ Sexta Jornada Internacional de Infectologia Pediatrica 2006.
1. Meningoencefalitis por Herpesvirus en pacientes cubanos, periodo 2001-2005. (Presentaciones
en Cartel)
¢ VIII Congreso Centroamericano y del Caribe de Parasitologia y Medicina Tropical 2007; Habana,
Cuba.
1. Cartel No. 279. Impacto de la TARVAE en la evolucion de la Infeccion del SNC causada por
Herpesvirus en individuos cubanos seropoistivos al VIH-1.
¢ Xl Jornada Cientifica de Médicos Residentes de Microbiologia. IPK, Mayo 2007.
1. Carga Viral del HASK en diferentes fluidos de pacientes VIH con Sarcoma de Kaposi y sus
contactos. (Presentacion Oral).
2. Meningoencefalitis por Herpesvirus en pacientes cubanos, periodo 2001-2005. (Presentacion
Cartel).
¢ Convencién CPHEM 2008. Jornada Provincial de Microbiologia, Parasitologia y Medicina Tropical.
1. Carga viral del Herpesvirus Asociado al Sarcoma de Kaposi en individuos con SK Epidémico y
sus contactos, implicaciones en la transmision y patogenia de la infeccion. (Presentacion Cartel).
e Congreso 70 aniversario del IPK, VII congreso cubano de Microbiologia y Parasitologia. IV
Congreso nacional de Medicina Tropical. Havana, Cuba. 20009.
1. Carga viral del Herpesvirus humano 8 en individuos con Sarcoma de Kaposi epidémico y sus
contactos: implicaciones en la transmision y patogenia de la infeccion. (Presentacion Cartel)
2. Simposio ITS: Sarcoma de Kaposi y virus del Herpes humano 8 en Cuba. (Presentacién Oral)
¢ Congreso Oncologia Habana 2009.
1. Carga viral del Herpesvirus humano 8 en individuos con Sarcoma de Kaposi epidémico y sus
contactos: implicaciones en la transmision y patogenia de la infeccion. (Presentacion Cartel)
¢ Quinto Encuentro de Distribuidores de Latinoamérica de QIAGEN. Cuba, 2010.
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1. Utillidad del PCR en Tiempo Real para la cuantificacion del virus de Epstein Barr en pacientes
cubanos con Sindrome adénico. (Presentacion Oral)
¢ 20 Congreso Europeo de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas. Viena, Austria. 10 al
13 Abril, 2010.
1. High diversity of HHV-8 molecular subtypes in AIDS-KS Cuban individuals and its relation with
HHV-8 load: Evidence of subtype B expansion. (Presentacion Cartel)
e 16to Taller Internacional de Bioinformatica en evolucion viral y epidemiologia molecular. Baltimore,
Rockville, EUA. 29 de Agosto al 3 Septiembre.
1. High diversity of HHV-8 molecular subtypes in AIDS-KS Cuban individuals and its relation with
HHV-8 load: Evidence of subtype B expansion. (Presentacion Cartel)
¢ InmunoPert 2012, 29 de Mayo - 2 de Junio, Peru, 2012.
2. The usefulness of lymphotropic Herpesviruses DNA quantification for differential diagnosis of
peripheral lymphadenopathies among Cuban HIV infected individuals. (Presentacion Cartel)
Ademas, parte de los resultados que se muestran en el presente documento integraron trabajos de
terminacion de residencia [1 Microbiologia (2007); 1 Oncologia, (2012)] y una tesis de maestria en

Enfermedades Infecciosas (2011), todas discutidas satisfactoriamente.
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ANEXO 2

Enfermedades asociadas con la infeccién por HVs

Herpesvirus Enfermedad que producen
Herpes simple orolabial (gingivoestomatitis herpética)
Herpes simple genital
Herpes simple en la piel
VHS 1y2 Queratoconjuntivitis herpética
Herpes simple neonatal: enfermedad localizada en la piel, ojos y boca;
encefalitis con o sin toma de la piel; Infeccidn diseminada
Meningoencefalitis herpética
Varicela Zoster
WZ Herpes Zoster
Varicela congénita, neonatal, postnatal
Meningoencefalitis por Varicela
Sindrome Febril
Enfermedad similar a la Mononucleosis
Infeccion severa por CMV en inmunocompetentes: enteritis,
enfermedad trombdtica, anemia hemolitca, trombocitopenia,
CMvh encefalitis, neuropatias, miocarditis, enfermedad ocular
Infeccion congénita por CMV
Infeccion por CMV en inmunodeprimidos (VIH+, receptores de
trasplante, etc): amplio espectro de enfermedades, desde cuadros
febriles autolimitados hasta enfermedad multisistémica.
Exantema Subito
Enfermedad Febril con o sin exantema
Sindrome Mononucledsico
HVH-6 Enfermedad de Kikuchi-Fujimoto.
Otras enfermedades: hepatitis fulminante, neumonitis intersticial,
meningoencefalitis, enfermedades autoinmunes, esclerosis muittiple,
sindrome de fatiga crénica
Convulsion febril
HVH-7 Sindrome Mononucledsico
Sindrome febril
Sindrome febril
Mononucleosis infecciosa
Linfomas de células B (LNH, LH, Linfoma de Burkitt, etc)
Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X
Linfomas de células T y de células asesinas naturales
VEB Carcinoma nasofaringeo
Carcinoma géstrico y linfoepiteliomas
Tumores del musculo liso (leiomiosarcomas)
Leucoplasia vellosa
Infeccion crénica activa por VEB
Enfermedades linfoproliferativas post-trasplante
Sindrome Hemofagocitico
Variantes  clinicoepidemiolégicas del SK (clasico, endémico,
iatrogénico, epidémico o asociado a SIDA)
HVH-8 Linfoma de efusion primario (LEP)

Enfermedad Multicéntrica de Castleman (EMC)

Trastornos linfoproliferativos
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ANEXO 3

Principales causas de Sindrome Adénico

Sindrome Adénico

Adenopatias Localizadas

Adenopatias Cervicales

¥

nfecciosas [ J

No Infecciosas [ ]

v'Infecciones de la cara.
v'Abscesos dentales.
vOtitis externa.

v'Faringitis bacteriana.
v'"Mononucleosis infecciosa.
v'Rubéola.

¥"Toxoplasmaosis.

Adenopatias Generalizadas

Enfermedades Sistémicas

No Infecciosas ’

Adenopatias Axilares

I |

nfecciosas

No Infecciosas ‘

v'Hemopatias malignas.
¥Linfomas.

v'Carcinoma laringeo o de la
nasofaringe.

v'Neoplasias intratoracicas e
intraabdominales.
¥ Céncer de mama.
v Ganglio  de
(Neoplasia gastrica)

Virchow

v'Fiebre de arafiazo de gato.
¥ Linfangitis.

¥ Lesiones supurativas de
miembros superiores.

Infecciosas

|

v'Lupus Eritematoso
Sistémico.
’ v Artritis reumatoide.

¥'"Mononucleosis Infecciosa.
¥ Infeccion por HVs
linfotropos.

v'SIDA

v Toxoplasmosis
v'Histoplasmosis.

¥'Metdstasis de carcinoma
de mama.

Adenopatias Inguinales

I I

nfecciosas

No Infecciosas [ J

vInfecciones de genitales,
extremidades y del periné.

¥ Infecciones venéreas
(sifilis, linfogranuloma
venéreo, herpes genital).

vCarcinoma escamoso de
pene o vulva.
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Ingestién de drogas

v Fenitoina.
v'Hidralazina.

‘ v'Alopurinol.



ANEXO 4

Carta de Consentimiento Informado

Por medio de la presente certifico que el Dr: me ha informado

sobre los estudios que se me realizardn como parte del Estudio "Titulo del estudio”. Los
resultados de dichos estudios seran utilizados y publicados de forma andénima pudiendo Yo
en cualquier momento abandonar dichas investigaciones, sin que ello pueda repercutir
desfavorablemente en mi asistencia médica en un futuro. Del mismo modo certifico que
participaré en dicho estudio de una forma absolutamente voluntaria, teniendo derecho a

conocer los resultados del examen a mi realizado.

Certifico por la presente que autorizo a las entidades sanitarias nacionales y/6 extranjeras,
al comité ético a que consulten los informes hospitalarios que posean mi nombre, sin que

por ello pierdan su caracter confidencial.

Nombre y Apellidos del paciente:

Firma del paciente:

Nombre y Apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Fecha:

Yo: responsable del Protocolo de Investigacion

certifico por medio de la presente haberle explicado al paciente todo lo relacionado con
este estudio e igualmente certifico que el mismo ha participado de forma absolutamente

voluntaria en el ensayo.

Fecha: Firma:
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ANEXO 5

Recoleccién de datos individuales de pacientes con SNI x HVs

Nombre Edad Sexo
Lugar de residencia Raza HC
Fecha Inicio de Sintomas

APP:

Sintomas: (Especificaciones al dorso)

Fiebre (Si) ___ (No) ___ Cefalea(Si) ___ (No) ___ Vomitos (Si) ___ (No) __
Fotofobia (Si) ___ (No) ___ Convulsiones (Si) ____ (No) ____

Signos Meningeos (Si) ___ (No) ____ Signos de Foc. Neur. (Si) ___ (No) ____
Coma (Si) ___ (No) ___

Lesiones herpéticas oral/genital (Si) _ (No)

Fecha de aparicion

LCR:

Fecha de Extraccion LCR Claro LCR Traumatico

Conteo de células Predominio Tratamiento antes de
extraccion del LCR (Si) __ (No) ___ Medicamento (antivirales)

Tratamiento  Antivirico (Nombre) Frecuencia

Duracion Respuesta Terapedtica

Estadia Hospitalaria

Estado al Egreso: Fallecido (fecha) Mejorado

Causa de muerte:

Secuelas Neuroldgicas al egreso (Si) _ (No)

Solo para pacientes VIH:
SIDA (Si) ___ (No) ___ conteo de CD4 CV VIH
Antiretrovirales (Si) ___ (No) ____
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ANEXO 6

Recoleccién de datos individuales de pacientes con SK-SIDA

Nombre:

Edad: Color de la Piel: Sexo:

Orientacion Sexual:

Internacionalista: Pais:
Fecha VIH: Fecha Sida:
Tto ARV: Fecha:

Medicamentos:

Otros Antivirales: Fecha
Otros tto anti KS Fecha
CD4: CD8:

Cv:

Fecha Diagnéstico KS:

Localizacion de la Lesion:

Fecha:

Tipo de KS:

Cutaneo: Cutaneomucoso:

Visceral: Organos afectados

Histologia de la Lesion/ Biopsia:

SK Inflamatorio: _ SK Proliferativo/Vascular: _ SK Tumoral:___

LEP:

Otros Diagnésticos:

Contactos Sexuales:

Contactos

Intradom:
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ANEXO 7

Recoleccién de datos individuales de los contactos de pacientes SK-SIDA

Nombre y Apellidos:

NUmero de Caso indice:

Lugar de Residencia:

Edad:

Sexo:

Color de la piel:
Orientacidn sexual:

Contacto de:

Conteo de CD4:

Carga viral de VIH:

Hallazgos al Examen Fisico:
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ANEXO 8

Recoleccion de datos individuales de pacientes con Sindrome Adénico

Nombre:

# HC: Edad: Sexo: Raza:
Hospital de Procedencia:
APP:

APF:

Inf.Cron:

Céancer Familiar:

Fecha de admision: Fecha de 1ros sint:

Sintomas: Astenia__ Anorexia_____ Fiebre Perd. Peso:

Sudor: Trast. Neuroldgicos:__

Otros:

Examen Fisico: Adenopatias: Hepatomegalia: Ictero:
Esplenomegalia: Les. Piel:

Otros:

Caracteristicas Adenopatias:

BAFF: SI NO: RESULTADO:

LABORATORIO CLINICO

Hb: Hto.: PLAQ: LEUCO:

Diferencial: Lamina Periférica:

CAN: CD4: Serologia VDRL.: TGP:

TGO:

FA: GLIC: CREAT: A.URICO:

LDH: Serologia VIH:

IMAGENOLOGIA

US REGIONAL:

US. ABDOMINAL:

RX. TORAX:

TAC:

Cultivos Microbianos:

TOMA DE MUESTRA

Fecha de toma de muestras:

DIAGNOSTICO ANATOMO-PATOLOGICO

H/E:

IHQ:

CD45: CD30: CD20: CD3: LMP-1:
Otros:

DIAGNOSTICO VIROLOGICO:

Marcadores seroldgicos

VEB: IgM VCA: IgG VCA: IgG EBNA:
HVH-6: 1gG:

CMVh: IgM: IgG:

PCR cuantitativo en tejido:

HVH-8:

CMVh:

VEB:

HVH-6:

Otros datos de interés:
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ANEXO 9

Flujo de trabajo que se siguio para la obtencion de los ADN estandares

200 1L de la Linea Celular BCBL

|
Extraccion de ADNg
QIAamp® DNA Mini Kit ghass
I

ADNg de BCBL ~ f——

ADN estandar para curva patrén RCP cualitativa del gen
de RCP-TR del HASK ORF26 del HASK

| [
Concentrac ion del ADN Purificacion de los productos de RCP
Espectrofotggﬂ_egrs% r%ene@fmf i MInETte™ Purification Kit tess

Productos purificados del
Cuantificacién por RCP-TR gen ORF26 del HASK
LighiCycler 1.5, Roche Diagnostics, Alemania

Fragmento del gen ORF26 para ADN esténdar para curva patrén
clonaje en el vector pTARGET™ de RCP-TR del HASK

Clonaje
. - Concentracion del ADN
Purificacion de ADN plasmidico Espectrofotdmetro GaneCrant 17
Minjprep DO=260nm

ADN estandar para curva patrén :
b R IR Cuantificacién por RCP-TR
5 ) Lighttyoier 1.5, Roche D¥agniostics, Alemania
ADN estandar cuantificado

para la construccion de
curva estandar de RCP-TR

Abreviaturas: BCBL: Body Cavity-Based Lymphoma; ADN: Acido desoxirribonucleico; ADNg: ADN gendmico; RCP-TR: Reaccién en Cadena de
la Polimerasa en Tiempo Real; HASK: Herpesvirus Asociado a Sarcoma de Kaposi; ORF: Open Reading Frame; DO: Densidad Optica.
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ANEXO 10

Principales manifestaciones clinicas que se detectaron en pacientes cubanos seropositivos al VIH-1 con Sindrome Adénico segin
el diagndstico histopatoldgico (2009-2010).

LNH LH LR LG SK HLTV
N=14 N=7 N=17 N=6 N=3 N=2
No. % No. % No. % No. % No. % No. %
A denopatias Localizadas 11 78.6 4 57.1 14 824 3 50 3 100 2 100
Generalizadas 3 214 3 42.9 3 176 3 50 - - - -
Cervicales 6 429 4 571 | 10 | 58.8 2 33.3 2 66.7 2 100
Inguinales 2 | 143 - - 1 59 - - 1 | 333 - -
. - Supraclaviculares - - - - - 1 16.7 - - - -
mca':zasc:c’lg :::at:i::m de Generalizadas 3 | 214 3 |49 3 | 176 3 | 50 | - | - | - | -
Retroauriculares 1 71 - - - - - - - - -
Occipitales 1 71 - - - - - - - - -
Axilares 1 7.1 - - 3 17.6 - - - - -
Hepatomegalia 1 71 1 143 | 4 25 3 50 - - 1 50
Visceromegalia Esplenomegalia 2 14.3 - - - - 1 16.7 - - - -
Hepato-esplenomegalia 4 | 286| 2 | 286 - - 2 | 333 - - - -
No visceromegalia 6 | 429 4 | 571 | 12 75 - - 3 100 1 50
Fiebre SI 4 30.8 1 14.3 8 47.1 5 83.3 1 33.3 2 100
NO 9 69.2 6 85.7 52.9 1 16.7 2 66.7 - -
.y SI - - 1 14.3 1 5.9 1 16.7 - - - -
Sudoracion nocturna NO 13 10| 6 |87]| 16 |941| 5 |83]| 3 | 100 | 2 | 100
Astenia SI - - 3 429 5 294 1 16.7 - - 1 50
NO 13 100 4 571 12 70.6 5 83.3 3 100 1 50
Conteo de linfocitos <200 céls/mm3 6 429 - - 5 31.3 1 16.7 1 33.3 2 100
T CD4 >200 céls/mm’ 8 |572| 7 | 100 ]| 11 |688| 5 |83| 2 |667]| - -
CV del VIH <55 000 cop?as/mL 11 | 84.6 6 857 | 11 | 733 2 33.3 3 100 - -
>55 000 copias/mL 2 154 1 14.3 4 26.7 4 66.7 - - 2 100

Fuente: Historias clinicas individuales, IPK
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