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RESUMEN

El Sarcoma de Kaposi (SK) fue descrito en 1872 por Moritz Kaposi, a partir de
esta descripcion inicial se han descrito 4 formas clinico-epidemioldgicas:
Sarcoma de Kaposi Clasico, Endémico, latrogénico y Epidémico o asociado a
SIDA. En el afio 1994, se descubre un nuevo virus, el Virus del Herpes
Humano 8 (VHHS8), como el agente causal del Sarcoma de Kaposi (SK). En
Cuba, no existian casi reportes de SK antes de la era del SIDA, sin embargo a
partir del inicio de la epidemia de SIDA en Cuba se ha incrementado el nimero
de reportes y actualmente existen alrededor de 230 pacientes con diagndstico
de SK, lo que representa cerca del 1,6 % de la poblacién cubana infectada con
VIH. A pesar del amplio uso de la terapia con antirretrovirales (ARV), la
incidencia de la enfermedad no ha disminuido (1,9% como promedio en los
altimos 5 afios). La presente investigacion pretende profundizar en la
patogenia, transmisién y caracterizacion molecular del VHH8 en pacientes y
contactos diagnosticados entre los afios 2005-2009. Para ello se normalizé un
sistema de PCR en Tiempo real y posteriormente se evalué y comparé los
niveles de carga viral en células y fluidos de 49 pacientes con SK y 22
contactos de pacientes sin evidencias clinicas de enfermedad (asintomaticos),
mediante PCR en Tiempo Real para VHH8. Se realizé ademas la
caracterizacion molecular del VHH8 a partir de 40 muestras de 39 pacientes
infectados con el VHH8 con y sin VIH, diagnosticados entre los afios 2005-
2009, la mayoria de ellos con diagnostico de SK (35), y otros con
enfermedades linfoproliferativas (5). Los resultados de las secuencias
obtenidas se compararon con 50 secuencias cubanas obtenidas en afios
anteriores y se establecié correlacion de los hallazgos virol6gicos con datos
demograficos, epidemiologicos y clinicos. Mediante PCR en Tiempo Real se
observé que el 98% de los pacientes con SK-SIDA y el 72,7% de los contactos
tenian infeccion con el VHH8. El mayor porciento de deteccion del virus
(91,6%) en los pacientes con SK, acompafiado de mayores niveles de carga
viral se constatd en tejido (media del log = 3.14 copias/100 ng ADN) seguido
por la saliva y las CMSP, estas dos ultimas tanto en pacientes con SK como
en individuos asintomaticos infectados, lo que enfatiza la naturaleza sistémica
de la infeccién por el VHH8 e indican el posible papel de la saliva en la
transmision del VHH8. La caracterizacion molecular confirmo la amplia


mailto:arielmr@ipk.sld.cu
mailto:vkouri@ipk.sld.cu

variedad de Subtipos de VHH8 que circulan en Cuba, tanto en pacientes con
SIDA como en seronegativos a VIH, observandose incremento significativo del
subtipo B en los ultimos 5 afios en relacion a los otros subtipos (p=0.0063). Se
demostré por primera vez en Cuba las secuencias de VHH8 en otras
patologias asociadas a procesos linfoproliferativos (3 casos) y 2 Linfomas de
Efusion Primarios.

Palabras claves: VHH8, VHH8, Cuba, patogenia, caracterizacion molecular,
transmision.

INTRODUCCION

El SK fue descrito por primera vez por Moritz Kaposi en 1872 (forma clasica)
como un tumor raro de la piel de origen vascular que aparecia en hombres
ancianos de origen mediterrdneo o judio. Con posterioridad se describen las
variantes endémica o africana y iatrogénica o asociada a trasplante. En la
década de los 80, con la aparicion de la Epidemia de SIDA, se observa un
incremento de este tumor en homosexuales masculinos (SK epidémico), lo cual
constituyé uno de los primeros indicadores de la epidemia de SIDA. El SK es
20000 veces mas frecuente en afectados de SIDA que en la poblacién general
de los Estados Unidos.

La etiologia viral de la enfermedad fue sugerida en el afio 1994, cuando Chang
y Moore identificaron secuencias de ADN de un herpesvirus no conocido hasta
este momento en lesiones de SK de pacientes con SIDA; indicando que un
nuevo herpesvirus, denominado Virus de Herpes Humano 8 (VHH8) o
herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi (VHH8) pudiera ser el agente
causal de esta enfermedad. Las secuencias virales de este nuevo herpesvirus
han sido actualmente reportadas en mas del 95% de todas las formas clinicas
de SK, ademés de en otras enfermedades linfoproliferativas como el Linfoma
de Efusién Primario (LEP) y la enfermedad multicéntrica de Castleman.

Muchas interrogantes han surgido a partir del conocimiento de este nuevo
virus, alrededor de su epidemiologia, modo de trasmision y su rol en la
patogénesis de la enfermedad. Por otro lado, los estudios de epidemiologia
molecular han reportado la existencia de cinco genotipos principales (A, B, C,
D, E), los cuales parecen estar geograficamente relacionados.

En Cuba, no existian casi reportes de SK antes de la era del SIDA, sin
embargo a partir del inicio de la epidemia de SIDA en Cuba en 1986 se ha
incrementado el nimero de casos y actualmente existen alrededor de 230
pacientes con diagnostico de SK, lo que representa cerca del 1,6 % de la
poblacién cubana infectada con VIH. A pesar del amplio uso de la terapia ARV
desde el afio 2001, la incidencia de la enfermedad no ha disminuido (1,9%
como promedio en los ultimos 5 afios) (Figura 1) .
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Figur: 2005 2006 2007 2008 2009 2010 VIH-1
duran m Total de SK 13 30 27 21 21 31
Fuente: [ ® Tasa incidencia 1,4 2,7 2,2 1,5 1,4 1,7

Con anterioridad se habian desarrollado varios estudios por nuestro grupo con
el fin de conocer la circulacion del virus en individuos cubanos con alto y bajo
riesgo para la infeccién por VHHS8, asi como los subtipos de VHH8 presentes
en estos individuos infectados. Este estudio arroj6 una baja prevalencia de
anticuerpos (Acs) frente a VHH8 en donantes de sangre (1,2%), intermedia en
VIH positivos (20,8%) y alta en pacientes con SK (82,2%) y contactos (66,6%).
Se detectdé ademas la presencia ADN viral en 97,2% y en el 63.6% del tejido y
la saliva, respectivamente de pacientes con SK. Finalmente, la caracterizacion
molecular de pacientes con SK epidémico y contactos infectados demostro la
circulacion en Cuba de un amplio rango de genotipos, constituyendo el primer
reporte de genotipos africanos (B y A5), fuera de este continente.

A pesar de los hallazgos antes mencionados, persisten muchas interrogantes
aun sobre la patogenia, las posibles vias de transmision, la prevalencia en
individuos asintomaticos asi como la posible relacion de determinados subtipos
con la transmision, la evolucion y prondstico de la enfermedad. Por esta razon
se han desarrollado una serie de estudios que abordamos en la siguiente
investigacion y que pretenden profundizar en los aspectos antes mencionados.

OBJETIVOS

Objetivos especificos:

1. Normalizar un sistema de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real para la cuantificacion del herpesvirus humano 8.

2. Evaluar y comparar el papel de la carga viral de VHH8 en diferentes fluidos y
células en pacientes cubanos con Sarcoma de Kaposi y en contactos
asintomaticos.

3. Caracterizar molecularmente los VHHS8 identificados entre los afios 2005-
2009 en pacientes cubanos infectados.

DISENO METODOLOGICO
Esta investigacion incluye 4 estudios diferentes.
I. Normalizacién de un sistema de reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real para la cuantificaciéon del herpesvirus humano 8.
Se normalizé un sistema de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR-TR) para determinar la carga viral VHH8, en diferentes muestras
clinicas de pacientes en los que se sospecho la infeccidn por este agente.




Se evaluaron 3 de los métodos reportados internacionalmente para obtener
ADN estandar en la construccion de curvas externas estandar, que permiten
determinar el nUmero de copias de ADN diana en la muestra problema. Los 3
meétodos utilizados para obtener el estandar fueron: clonaje de un fragmento
del gen ORF26 del VHHS8 en un vector, productos purificados de PCR de este
mismo fragmento y ADN gendmico de la linea celular BCBL (BCBL: siglas del
inglés Body Cavity-Based Lymphoma) que se encuentra infectada de forma
latente con el VHHS.

Se determiné el nimero de copias de cada uno de los estdndares obtenidos en
equipo el LightCycler 1.5 (Roche Diagnostic, Alemania). Para la seleccion del
mejor método para determinar la carga viral del VHH8 se tuvieron en cuenta
varios parametros, algunos de ellos se calculan de manera automatica por el
programa del LightCycler (version 3.3), dentro ellos estan: Pendiente de la
curva (Slope), Error, Intercepto (Intercept), coeficiente de regresion (r).

También se establecio el limite de deteccion de la PCR-TR normalizada, se
identifico la udltima dilucidon en la que el sistema fue capaz de detectar el ADN
diana en el mismo Cp (punto de corte) para el 100 % de todas las réplicas.
Ademas, para evaluar la especificidad del ensayo y descartar posibles falsos
positivos se sometié a amplificacion el ADN previamente extraido de 3 cepas:
Citomegalovirus humano (CMVh; AD169, ATCC), virus de la varicela zoster
(VVZ; aislamiento clinico, Laboratorio de ITS, Virologia, IPK) y virus del herpes
simple 2 (VHS-2, aislamiento clinico, Laboratorio de ITS, Virologia, IPK).
Il. Cuantificacion simultanea de ADN de VHH8 mediante PCR-TR en
diferentes células y fluidos de pacientes cubanos con Sarcoma de
Kaposi y contactos.

Se realiz6 un estudio prospectivo de corte transversal, que incluyé dos grupos
de estudio, 49 pacientes con SK y 22 contactos (Tabla 1).

Con el objetivo de evaluar y comparar el papel de la carga viral de VHH8 en
diferentes compartimentos del organismo en pacientes con SK asociado a
SIDA y en contactos de estos pacientes, se empleé PCR-TR previamente
normalizado, para determinar el nimero de copias de VHH8 en muestras de
plasma, saliva, tejido y células mononucleares de sangre periférica.

Tabla 1. Muestras clinicas utilizadas para la cuantificacion del VHH-8 en
pacientes cubanos con SK y contactos.

Plasma 27 22 49
Saliva 41 22 63
Tejido 48 - 48
CMSP 26 22 48

Total 142 66 208

[ll. Primer reporte de secuencias de ADN de VHH8 en pacientes cubanos
con Sarcoma de Kaposi seronegativos a VIH.

Se realizé un estudio de reporte de casos. Se detectod y cuantificé el VHH8 en 4

pacientes cubanos con Sarcoma de Kaposi, seronegativos a VIH, mediante

PCR-TR y posteriormente se secuencid un fragmento de 621 pb (nt 117-738) del



gen ORFK1 de los virus de los pacientes, con el objetivo de determinar el

subtipo de VHHS.

IV. Sarcoma de Kaposi y Virus de Herpes Humano 8 en Cuba: Evidencias
de expansién del Subtipo B.

Se realiz6 la caracterizacion molecular del VHH8 a partir de 40 muestras de 39
pacientes infectados con el VHH8 con y sin VIH, diagnosticados entre los afios
2005-2009, la mayoria de ellos con diagnéstico de SK (35), y otros con
enfermedades linfoproliferativas (5) asociados a infeccion con VHHS8. Para ello
se secuencié un fragmento de 621pb (nt 117-738) del gen ORFK1, que incluye
las 2 regiones variables de este gen viral. Los resultados de las secuencias
obtenidas se compararon con 50 secuencias cubanas obtenidas en afios
anteriores y se establecié correlacion de los hallazgos virolégicos con datos
demogréficos, epidemioldgicos y clinicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Normalizacion de un sistema de reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real para la cuantificacion del herpesvirus humano 8

Se obtuvieron 3 ADN estandar a partir del clonaje de un fragmento del gen
ORF26 del herpesvirus humano 8 en un vector (ADN plasmidico), con la
utilizacion de productos purificados de reaccion en cadena de la polimerasay el
empleo de ADN gendmico de la linea celular BCBL. Se pudieron construir las
curvas patron a partir de cada uno de los ADN estandar obtenidos, los que
mostraron una fuerte correlacion lineal (r=-1) y valores muy bajos de error a lo
largo de 6 magnitudes de concentracién de ADN diana. El limite inferior de
deteccién a partir del ADN plasmidico y de los productos de reaccion en
cadena de la polimerasa fue de hasta 100 copias, mientras que con el ADN
gendmico de la linea celular BCBL fue de hasta 10 copias; por lo que este
altimo sistema resulté el mas sensible y el que fue seleccionado para el estudio
posterior con las muestras clinicas. La PCR-TR normalizada a partir de los 3
ADN estandar prob6 ser un sistema rapido, especifico y altamente sensible que
permitira un mejor diagnostico y ademas desarrollar estudios sobre la
patogenia de la infeccion por el herpesvirus humano 8 en Cuba.

[I. Cuantificacion simultanea de ADN de VHH8 mediante PCR-TR en
diferentes células y fluidos de pacientes cubanos con Sarcoma de
Kaposi y contactos.

El 98% de los pacientes con SK presentaban virus detectable. El virus pudo ser
detectado en el 91,6% de los tejidos de lesiones de SK mostrando los mayores
niveles de carga viral (3.14 copias/100 ng de ADN), seguido por la deteccion en
saliva y CMSP, las que fueron positivas en el 78% y 69,2%, respectivamente.
En contraste, el VHH8 solo fue detectado en 37% de las muestras de plasma,
las que también mostraron los menores niveles de carga viral, Los hombres
que tienen sexo con hombres (HSH), tuvieron un riesgo 3 veces mas elevado
de tener mayor carga viral en tejido comparado con los heterosexuales (HT)
(ORS; 95% IC: 1,1-12,5).



Por otro lado, el ADN del VHH8 fue detectado en el 72,7% de los contactos
(16/22). Los mayores niveles de carga viral se detectaron en la saliva, seguido
por las CMSP (promedio del log copias/100 ng ADN fue de 1,28 y 1,12,
respectivamente), mientras que las muestras de plasma mostraron niveles
significativamente menores (0,37 log copias/mL). Dos de los 3 contactos
intradomiciliarios y 2 de los contactos sexuales serodiscortantes (negativos a
VIH) estaban infectados con el VHHS8. La deteccién en saliva y CMSP en HSH
fue significativamente superior a las de HT (p = 0.014). Los HSH tuvieron
mayor posibilidad de tener el virus en saliva cuando se comparan con los
individuos HT (OR 4.33; 95% CIl 1.117-16.8). No se observaron diferencias
significativas entre las cargas virales en las diferentes células y fluidos de
pacientes y contactos (Figura 2). La deteccion del VHH-8 en fluidos organicos
y células de pacientes con SK-SIDA y contactos asintomaticos resalta la
naturaleza sistémica de la infeccién y confirma el posible papel de la saliva en
la transmision del VHH8. La deteccion del virus en saliva y CMSP permiten
utilizar este sistema como diagnostico en pacientes asintomaticos.
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Figura 2. Comparacion del Log de CV del VHH-8 en muestras de pacientes
con SK-SIDA y Contactos asintomaticos mediante PCR en TR.

[ll. Primer reporte de secuencias de ADN de VHHS8 en pacientes cubanos
con Sarcoma de Kaposi seronegativos a VIH.

A pesar de que el SK y la infeccion por el VHH8 no es frecuente en poblacién
cubana seronegativa al VIH, el incremento progresivo de esta patologia y la
transmision del virus entre la poblacién de VIH/SIDA, puede incidir en el
aumento de la misma en la poblacion general. En este estudio por primera vez
se reportan 4 pacientes cubanos con SK, seronegativos al VIH, de los que se
obtuvo la secuencia de un fragmento del gen ORF K1 del VHH8, mostrando los
datos clinicos y moleculares de los virus de estos pacientes.

De acuerdo a los criterios clinicos y epidemioldgicos establecidos, 3 de los
pacientes fueron clasificados con SK clasico, sin embargo, uno de los
pacientes, se clasificaria como SK no epidémico relacionado a HSH. Este
reporte enfatiza la necesidad del sexo seguro, y el probable papel de la saliva



como via de transmision. De las 4 secuencias reportadas, 2 pertenecian al
subtipo B, una era A y otra era E, reforzando los hallazgos previos de muestras
cubanas, donde se observé la gran variedad de subtipos del VHH8 presentes
en Cuba, incluidos los genotipos africanos.

IV. Sarcoma de Kaposi y Virus de Herpes Humano 8 en Cuba: Evidencias
de expansion del Subtipo B.

La caracterizacion molecular confirmé la amplia variedad de Subtipos de VHH8
que circulan en Cuba, tanto en pacientes con SIDA como en seronegativos a
VIH. De manera general el Subtipo A fue detectado como el mas frecuente
(40%), seguido por el Subtipo B (24,4%). Los Subtipos C, A5 y E también
fueron detectados, pero en menor frecuencia, sin embargo el Subtipo D aun no
ha sido reportado en Cuba. Cuando se analizé la variacion en la distribucion de
los subtipos de VHHS8 entre los afios 1991 al 2009, se observd, que a pesar de
que los diferentes subtipos virales estuvieron presentes desde el inicio de la
epidemia de VIH, el Subtipo A ha ido disminuyendo progresivamente a
expensas de un aumento del Subtipo B que se ha incrementado
significativamente en los ultimos 5 afios en relacion a los otros subtipos
(p=0.0063), lo que pudiera deberse a una mejor adaptacion de esta variante
viral resultando en una transmision mas eficiente o a cambios en los patrones
de conducta sexual de los pacientes infectados con el Subtipo B del VHHS8. Se
reportan ademas por primera vez en Cuba las secuencias de VHH8 en otras
patologias asociadas a procesos linfoproliferativos (3 casos) y 2 Linfomas de
Efusion Primarios.

CONCLUSIONES

4 Se introduce el diagnéstico por PCR en Tiempo Real del VHH-8 en
Cuba, técnica altamente sensible y especifica para la cuantificacion del
virus.

4 Se aportan nuevas evidencias que confirman la naturaleza sistémica de
la infeccién por VHH8 y las vias de transmision.

4 Se evidencia que existe una elevada transmisibilidad del virus en
contactos de pacientes con SK, incluso en seronegativos al VIH.

4 La deteccion en saliva y CMSP, representan muestras potenciales para
diagndstico en individuos infectados de manera asintomatica.

4 Primer reporte en Cuba de confirmacion vy tipificacion molecular de VHH-
8 en pacientes seronegativos a VIH.

21 Se confirma la gran variedad de subtipos de VHH8 que circulan en Cuba
observandose un aumento significativo en la deteccion del Subtipo B.

4 Se reportan por primera vez en Cuba casos con Linfoma de Efusién
Primaria y con otras patologias linfoproliferativas asociadas a infeccion
con VHHS.
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