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RESUMEN

El herpes virus humano-8 (HVH-8) es considerado el agente etioldgico de las cuatro variantes
clinicas del sarcoma de Kaposi (SK). El objetivo del presente estudio fue describir los subtipos
del HVH-8 presentes en pacientes con SK epidémico y SK clésico atendidos en el Instituto de
Medicina Tropical “Alexander von Humboldt” y en el Hospital Nacional Cayetano Heredia.

Se realizé un estudio trasversal, donde se emplearon los bloques de parafina con diagnostico
histopatoldgico confirmado de SK epidémico y SK clasico. De los 36 bloques de parafina, se
obtuvo suficiente cantidad de ADN en 30 de ellos, pero s6lo se pudo determinar un subtipo en
25 casos. La amplificacion el gen K1 del HVH-8 fue mediante PCR-anidado. El analisis de las
secuencias mostré que 14 casos correspondian al subtipo C, ocho casos al subtipo A
(incluyendo un A5), un caso al subtipo B y dos casos al subtipo E.

Concluimos que nuestro pais presenta una gran diversidad de subtipos del HVH-8 como
consecuencia de diversos factores historicos, sociales y culturales. Se ha detectado por primera

vez el subtipo E a partir de una lesion de SK, demostrando que es capaz de producir tal lesion.

PALABRAS CLAVE

Herpes virus humano 8; HVH-8; sarcoma de Kaposi; epidemiologia molecular; Peru.



ABSTRACT

Human herpes virus-8 (HHV-8) is considered the etiological agent of all four clinical variants
of Kaposi sarcoma (KS). The aim of the present study was to describe HHV-8 subtypes on
epidemic and classic KS specimens from patients attended at the Instituto de Medicina
Tropical “Alexander von Humboldt” and at Hospital Nacional Cayetano Heredia. A cross-
sectional study was performed, based on paraffin blocks with confirmed histopathological
diagnosis of epidemic and classic KS. Thirty six blocks were obtained. Enough DNA was
obtained from 30 of them, but only 25 cases could be genotyped. Nested-PCR was used for K1
gen amplification. Sequence analysis showed that 14 cases correspond to subtype C, eight
cases to subtype A (including one AS5), one case to subtype B, and two cases to subtype E. We
conclude that our country presents a high diversity of HHV-8 subtypes as a consequence of
diverse historical, social, and cultural factors. We have obtained the E subtype for the first time

from a KS lesion, showing that it is capable of producing such lesions.

KEY WORDS

Human herpes virus 8; HHV-8; Kaposi sarcoma; molecular epidemiology; Peru.



I. INTRODUCCION

La prevalencia mundial del sarcoma de Kaposi (SK) se ha incrementado y el nimero de casos
fue estimado alrededor de 65,000 en el 2002, representando el 1% de todos los casos de cancer
diagnosticados [1]. El herpes virus asociado al SK, también conocido como herpes virus
humano-8 (HVH-8), es considerado como el agente etiologico de las cuatro variedades de SK
[2-3]. Esta neoplasia se presenta frecuentemente durante la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (SK epidémico) y en pacientes organo-trasplantados (SK
iatrogénico). El SK también puede desarrollarse en personas sin la infeccion por el VIH, como
adultos y nifios del Este y Centro de Africa (SK endémico), o en adultos mayores del

Mediterraneo, del Medio Oriente y América del Sur (SK clasico) [2-3].

La genotipificacion del gen ORF K1 del HVH-8 ha permitido la identificacion de 5 subtipos
moleculares (A, B, C, D y E), con una distribuciéon mundial que se correlaciona con la
ancestria y el area geografica [4]. Asi, los subtipos A y C predominan en Europa, paises del
Mediterraneo, Estados Unidos y algunas partes de Asia; el subtipo B predomina en Africa
subsahariana; el subtipo D se encuentra principalmente en Oceania; y, el subtipo E se ha
reportado exclusivamente en indigenas amazonicos de Brasil, Ecuador y Guyana Francesa [5-
9]. Actualmente, el SK ha sido reportado en pacientes infectados por todos los subtipos del

HVH-8, excepto el subtipo E.

Recientemente se ha demostrado que el HVH-8 presenta una alta prevalencia en nuestro medio
[10]. Asimismo, la incidencia del SK clasico y epidémico es elevada en comparacion con los

demas paises de la region. En Pert, el SK presenta caracteristicas clinicas y



epidemioldgicas especiales, habiendo sido descrito en el amplio abanico multiétnico de

nuestra poblacion [11-15].

El objetivo principal del estudio fue determinar los subtipos del HVH-8 presentes en una

serie de casos de SK clasico y epidémico.



II. MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 36 bloques de parafina del departamento de Patologia del Hospital Nacional
Cayetano Heredia (HNCH) diagnosticados como SK entre 1989 y el 2002. Adicionalmente, se
recolectd la informacion epidemiologica disponible (género, edad, raza, caracteristicas clinicas
de las lesiones, y status de infeccion por el VIH) en los archivos de patologia y en las historias

clinicas.

Los bloques de parafina fueron coloreados con hematoxilina/eosina para su revision.
Asimismo, se les realizaron pruebas de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales
anti-CD34 y contra el antigeno nuclear de latencia (LANA ORF73), siguiendo el

procedimiento descrito por Hbid [16].

Se extrajo ADN de alto peso molecular de los bloques de parafina con el kit QTAamp DNA
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany). Para prevenir el riesgo de contaminacién durante los
procedimientos, se realizd la extraccion del ADN, la preparacion de las mezclas y el PCR, en
tres ambientes separados. La infecciéon por HVH-8 se determind mediante PCR-anidado para
la amplificacion de las regiones VR1 y VR2 del gen ORF K1 [17]. Para la region VRI se
realizd el primer PCR con el par de cebadores VRIS
(ATCCTTGCCAAYATCCTGGTATTGBAA) /VR1ASI
(ACGATTTGACAGGCGAGACGACAGC) para la amplificacion de un fragmento de 373-
pb, seguido de un PCR-anidado con el par de cebadores VRIS/VR1AS2
(ACAATRCAAAGTAACABGCTGRCC) para la amplificacion de un fragmento de 220-pb.
Para la region VR2 se realizo el primer PCR con el par de cebadores VR2S

(TCTCGCCTGTCAAATCBTMTATGT)/ VR2ASI1



(AGTACCAMTCCACTGGTTGYGTAT) para la amplificacion de un fragmento de 314-pb,
seguido de un PCR-anidado con el par de cebadores VR2S/VR2AS2
(AGTTCCTAMGATACCAMACATGGTT) para la amplificacion de un fragmento de 240-
pb. Los productos amplificados del PCR cuyo tamaifio fue el apropiado, fueron purificados del
gel, clonados y secuenciados, segun lo descrito por Lacoste [18]. Las secuencias fueron

verificadas en ambas hebras del ADN.

Se gener6 un arbol filogenético con el método Neighbor Joining (programa PAUP v4.0b10)
con el mejor alineamiento de 165-pb de la region VR1. Adicionalmente a las 25 secuencias
generadas en el presente estudio, se emplearon 54 secuencias de nucle6tidos del HVH-8
obtenidas a partir de GenBank. Las secuencias fueron alineadas con el programa DAMBE y
para seleccionar el mejor modelo, la alineacion final se realizé con el programa Model Test
(v3.6) segln criterios de informacion de Akaike (AIC). El estudio fue aprobado por el comité

de ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del HNCH.



III. RESULTADOS

El analisis histopatoldgico e inmunohistoquimico confirmé el diagnoéstico de SK en los 36
bloques de parafina, encontrandose la caracteristica infiltracion de células fusiformes en todos
ellos y siendo positivos para CD34 y/o LANA. Sin embargo, se obtuvo una cantidad suficiente
de ADN en 30 de ellos y sélo se pudo determinar un subtipo en 25 de los casos (Tabla 1). De
los 25 casos genotipificados, 10 fueron SK epidémicos (asociados al SIDA), mientras que los

otros 15 fueron SK clasico.

Con el primer PCR, se evidencié una banda del tamafio esperado en 12 casos para la region
VRI1 (VR1-externo) y en 4 casos para la region VR2 (VR2-externo). Durante el PCR- anidado,
se evidencié una banda en 25 casos para la region VR1 (VRI-interno) y en 17 casos para la
VR2 (VR2-interno). Luego de clonar y secuenciar las bandas obtenidas se pudo determinar un
subtipo en los 25 casos. El analisis de las secuencias mostro que 14 casos correspondian al
subtipo C, ocho casos al subtipo A (incluyendo un AS5), un caso al subtipo B y dos casos al
subtipo E. De las 25 secuencias obtenidas, 16 fueron unicas, el resto formaron tres grupos de

secuencias idénticas.

Las 25 nuevas secuencias de la region VR1-interno exhibieron una divergencia de 0% a 24% a
nivel nucleotidico y de 0% a 43% a nivel de aminoacidos al compararlas por pares. La
divergencia de nucledtidos entre los dos nuevos subtipos E fue de alrededor de 7% al
combinar las regiones VRI1-externo y VR2-interno (536-pb) y alcanzé el 10% a nivel de

aminoacidos.



El andlisis filogenético confirmé la comparacion de secuencias y a partir de las 25 nuevas
secuencias obtenidas de la region VR, localiz6 a 22 de ellas dentro de los subtipos A/C (8 del
subtipo A). Las tres secuencias restantes se agruparon claramente en el subtipo africano B y en

el subtipo amerindio E (Figura 1).



IV. DISCUSION

En el presente estudio se han genotipificado los subtipos moleculares del HVH-8 a partir de
bloques de parafina de pacientes peruanos con SK. Como es caracteristico con bloques de
parafina, el ADN obtenido no fue de 6ptima calidad, lo cual se evidencié durante la migracion
electroforética en gel de agarosa y por la dificultad para obtener una banda de - globina. Esta
limitacion con la que se topan diversos estudios epidemioldgicos refuerza la necesidad e

importancia de contar con un banco de tejidos, especialmente en escenarios como el nuestro.

Al estudiar el gen K1 del HVH-8, hemos podido demostrar una importante diversidad de
subtipos. Es asi, que hemos detectado los subtipos A, B, C y E, con excepcion del subtipo
Melanesio/Polinesio D. La diversidad de nuestros hallazgos no es del todo inesperada debido a
la amplia diversidad étnica que caracteriza a la poblacion peruana. Esquematicamente,
podemos decir que inicialmente se dio la introduccioén de los paleo-indios por el litoral del
continente sudamericano durante el periodo Litico [19], posiblemente infectados con el subtipo
E. Muchos siglos después, se dio el proceso de colonizacion espafiol seguido de un constante y
considerable flujo de migrantes europeos, posiblemente infectados con los subtipos A y C.
Posteriormente, se produjo el trafico de esclavos traidos de Africa, posiblemente infectados
con los subtipos A5 y B [20]. Finalmente, el complejo y continuo proceso de migracioén y
mestizaje durante los ultimos siglos se han encargado de eliminar las barreras poblacionales

que puedan haber existido para el HVH-8 [20, 21].

En Brasil y Guyana Francesa se ha descrito una diversidad similar de subtipos del HVH-8 [6],

sin embargo, existen dos caracteristicas Unicas que evidencia nuestro estudio las cuales



son sumamente importantes. Primero, a diferencia de Brasil y Guyana Francesa donde los
subtipos descritos guardan relacion directa de ancestria (el subtipo B en descendientes
africanos, el subtipo A y C en descendientes europeos, y el subtipo E en Amerindios
amazodnicos) [5-7, 9], nuestro estudio muestra los diversos subtipos en mestizos, migrantes
andinos o en sus descendientes, muy probablemente por los procesos de migracion y mestizaje,
habiendo constituido procesos sociales con un cardcter historico estructural. Segundo, el
subtipo E fue obtenido en Brasil y Guyana Francesa exclusivamente a partir de muestras de
sangre de amerindios amazonicos. Estos hallazgos han llevado a algunos autores a pensar en la
posibilidad de una menor virulencia del subtipo E, debido a que no ha podido ser obtenido a
partir de un SK. Nuestro estudio demuestra claramente y por primera vez, la presencia del
subtipo E en dos lesiones de pacientes con SK, por lo que se descarta la hipotesis de menor
virulencia. Adicionalmente, haber obtenido el subtipo E a partir de dos pacientes infectados
con el VIH, nos reafirma el singular escenario que tenemos en Pert, donde la contribucion de
los movimientos migratorios en la redistribucion de la poblacion en nuestro territorio alcanza

niveles particulares en la region.

Historicamente sabemos que para los Andes y la Selva, las ocupaciones territoriales se habrian
dado de manera simultdnea con otras zonas geograficas de América del Sur (selva de Brasil,
llanos venezolanos), a través de una oleada paralela de ocupacién continental.
Coincidentemente, los subtipos E encontrados en el presente estudio se encuentran mas
cercanos a los subtipos Amerindios de Brasil (Kat, Sio, Wai, Tir y Tupi) que a los de Ecuador
(Hual, Hua2 and Hua3) o los de Guyana Francesa (Wagu), como se puede apreciar en la

Figura 1.



V. CONCLUSION

Podemos concluir que nuestro pais presenta una gran diversidad de subtipos del HVH-8 como
consecuencia de diversos factores historicos, sociales y culturales. Se ha detectado por primera
vez el subtipo E a partir de una lesion de SK, demostrando que dicho subtipo es capaz de
producir SK. Asimismo, hemos demostrado que el subtipo E no se encuentra concentrado en
grupos poblacionales especificos (indigenas amazdnicos) como ha sido descrito en otros paises
de la region, detectandolo en pacientes mestizos de la costa. Estos hallazgos nos reafirman la
necesidad de continuar con estudios similares para consolidar y obtener nuevos conocimientos
sobre la distribucion, patogénesis y epidemiologia/antropologia genética de la infeccion por

HVH-8 en poblaciones del pais y la region.
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Tabla 1. Caracteristicas epidemiologicas y subtipos moleculares del HVH-8.

. Numero Infiltracién
# Codigo Género Edad  Raza  TPOUe g lugarde 4o células  cp34 Lana| VRT o VRL VR2 - VRZ g htipo | Tipo de sk
Lesion . Biopsia . externo interno | externo interno
Lesiones fusiformes
1 04492 F 34 mestizo  mdacula  multiple cara + +++ ++ ++ A A - A A epidémico
2 06758 M 37 mestizo  nddulo 1 parpado + + ++ +/- - A - - A5 epidémico
3 04489 M 32 mestizo  mdcula 1 paladar + ++ ++ ++ 5 B - B B epidémico
4 04484 M 29 mestizo  ndédulo  multiple nariz + +++ ++ ++ C c - - C epidémico
5 04485 M 29 mestizo  ndédulo  multiple cabeza + +++ ++ + C C - C C epidémico
6 04497 M 32 mestizo  parche  multiple torax + +++ ++ ++ - C - * C epidémico
7 06749 F 35 mestizo  mdacula  multiple paladar + + + C C - - C epidémico
8 06750 M 35 mestizo  ndédulo  multiple paladar + ++ ++ - C* - - C epidémico
9 04480 M 51 mestizo  nddulo 1 cuello + ++ ++ ++ E E - E E epidémico
10 06772 M 24 mestizo  ndédulo  multiple brazo + + + + E E E E E epidémico
11 04498 M 75 quechua ndédulo 1 pie - +++ ++ ++ A A A A A clasico
12 06739 M 46 mestizo  parche  multiple brazo - + ++ ++ - A - A A clasico
13 06741 M 30 mestizo  nddulo 1 cara - +++ ++ +++ A A A * A clasico
14 06754 F 63 mestizo  ndédulo  multiple cuello - ++ +++ +++ A A - * A clasico
15 04491 F 63 mestizo  nddulo ND pie ND ++ ++ - A* - A* A clasico
16 04494 F 75 ND nédulo ND pie ND ++ ++ A A - - A clasico
17 06751 M 26 quechua macula 1 paladar - +++ ++ C C - * C clasico
18 04479 F 83 mestizo  papula 1 pierna - +++ + ++ - C - C C clasico
19 04482 M 75 mestizo  ndédulo  multiple mano - +++ ++ ++ & C - C C clasico
20 04487 F 70 quechua  nddulo 1 pie - +++ + ++ - C - C C clasico
21 04488 M 75 mestizo  ndédulo  multiple pie - +++ + ++ - C - C C clasico
22 06733 M 58 mestizo  macula  multiple paladar - - + +/- - C - - C clasico
23 06743 M 30 mestizo  ndédulo  multiple cara - ++ + ++ C C - C clasico
24 06745 M 31 mestizo  ndédulo  multiple pierna - + + + - C - - C clasico
25 06767 F 76 quechua nddulo 1 pierna - - +++ - - C C C C clasico

LANA: Antigeno nuclear de latencia.

ND: No disponible.
Multiple: 3 o mas lesiones.

-: Sin producto de amplificacion.

*: Sefial débil en PCR.



Figura 1. Arbol Filogenético con Subtipos Peruanos del HVH-8.
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