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ESTUDIOS CLINICOS Y DE LABORATORIO

Implicacion del virus herpes humano tipo 8

en la etiopatogenia del sarcoma de Kaposi

Resumen.—En 1994, Chang y cols. descubrieron la presencia de
ADN de un nuevo tipo de virus herpes (VHH-8, VHSK) en el
SK. Desde entonces numerosos trabajos han confirmado estos
resultados, detectando este genoma virico en todas las variantes
clinicas de SK. El objetivo de nuestro estudio fue el determinar
si en nuestra poblacién también existia la asociacion entre el

VHH-8 y el SK.

Material y métodos: Se estudian mediante PCR la presencia

de ADN del VHH-8 en biopsias cutaneas de 57 casos de SK

(46 SK-SIDA, 8 SK clasico y 3 SK asociado a inmunosupresion).
También se incluyeron en el estudio: 22 biopsias de piel sana de
pacientes afectos por SK, 11 de tumores cutdneos no SK

en pacientes VIH, 10 de tumores cutaneos de pacientes
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trasplantados, seis de angiosarcomas y otras 10 de piel sana

de adultos normales.

Resultados: Se detectaron secuencias de ADN del VHH-8 en
45/57 casos de SK (36/46 SK-SIDA, 8/8 SK clasico, 1/3 SK
asociado a inmunosupresion). La deteccién también fue
positiva en 3/22 biopsias de piel sana de pacientes afectos por
SK, asi como en el dermatofibroma asociado a SIDA que se

incluyé. El resto de las muestras fueron negativas.

Conclusiones: En este estudio se demuestra que la asociacion,
previamente descrita entre el VHH-8 y el SK existe en la
poblacién estudiada (un darea de Valencia). La deteccién de
ADN del VHH-8 es especifica del SK. Pensamos que el VHH-8

es un factor importante en la etiopatogenia del SK.

Palabras clave: Sarcoma de Kaposi. Virus Herpes humano tipo 8.

Angiosarcoma. Tumores cutdneos epiteliales.

INTRODUCCION

Elsarcoma de Kaposi (SK) es un tumor vascular co-
nocido desde finales del siglo pasado (1). La investi-
gacion de su etiopatogenia adquiri6 gran interés a par-
tir de 1981, cuando se describié en asociacion al
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
convirtiéndose en una de las manifestaciones clinicas
mas frecuentes de dicha enfermedad (2). Desde hace
mas de 20 anos se piensa que algin virus esta impli-
cado en la patogenia del SK, y existen evidencias epi-
demiologicas de que este virus podria ser transmitido
via sexual (3). Son numerosos los agentes infecciosos
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a los que se ha intentado atribuir un papel en el de-
sencadenamiento de las lesiones de SK, entre ellos: ci-
tomegalovirus (4), virus papiloma humano tipo 16 (5),
virus herpes humano tipo 6 (6), mycoplasma pene-
trans (7) y virus BK (8).

En 1994, Chang y cols. descubrieron la presencia
de ADN de un nuevo tipo de virus herpes en muestras
cutaneas de SK (VHSK o VHH-8) que presentaba gran
homologia con los virus herpes saimiri y Epstein-Barr.
Mediante la técnica de la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) obtuvieron una positividad del 93%
en las muestras de SK analizadas (9). Tras este primer
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estudio en tan s6lo 3 anos ha habido una lluvia de tra-
bajos que utilizando la misma secuencia de ADN des-
crita por Chang y cols. han intentado aclarar el papel
real de este virus en las distintas formas clinicas de SK.
En todos ellos la deteccién fue positiva en un impor-
tante numero de casos, confirmado la asociacion del
VHH-8 con las otras formas clinicas de SK: SK clasico
(Huang y cols., 87,56% de positividad) (10), SK endé-
mico (Chang y cols., 89% de posititvidad) (11) y SK
iatrogénico (Rady y cols., 100% de positividad) (12).

Posteriormente se han realizado numerosos estudios
que han intentado la deteccion de ADN del VHH-8 en
otro tipo de muestras: células mononucleares de san-
gre periférica (13), fluido obtenido del lavado
bronquioalveolar (BAL) (14), saliva (15), esputo, fro-
tis faringeo, semen y heces (13), en un intento de ave-
riguar la via de transmisién del virus. La deteccion de
ADN del VHH-8 en células mononucleares de sangre
periférica predice la aparicion posterior de SK (Whitby,
1995) (13) y también podria ser de utilidad en la mo-
nitorizacion del tratamientoy progresion clinica de la
enfermedad (Shingadia, 1995) (16). Se detecta ADN
del virus en el fluido obtenido del BAL en la mayoria
de pacientes con afectacion pulmonar (Howard, 1995)
(14). La deteccion fue negativa en las muestras de sali-
va, esputo, frotis faringeo y heces (Whitby, 1995) (13).
Sin embargo, si se detect6 ADN del VHH-8 en mues-
tras de semen (aunque los porcentajes variaron en los
diferentes estudios), confirmando que el virus respon-
sable del SK se transmitiria por via sexual (Lin, 1995)

(17).

El VHH-8 también ha sido detectado en otras neo-
plasias como linfomas basados en las cavidades cor-
porales (Cesarman, 1995) (18). Enfermedad de cas-
tleman multicéntrica (Soulier, 1995) (19), tumores
cutaneos epiteliales de pacientes trasplantados re-
nales (Rady, 1995) (20), algunas lesiones linfoprolife-
rativas cutaneas (Sander, 1996) (21) y algun caso de
angiosarcoma e hiperplasias angiolinfoides con eosi-
nofilia aislados (Gyulai, 1996) (22, 23). Por ello que-
da por determinar el espectro de neoplasias en el que
el VHH-8 pueda intervenir como agente etiologico.

El objetivo de nuestro estudio fue el determinar si
en nuestra poblacién (un drea de Valencia) también
existe la asociacion entre el VHH-8 y el SK, asi como
intentar aclarar si ese virus esta presente en otro tipo
de neoplasias, como los angiosarcomas y los tumores
cutaneos epiteliales de pacientes inmunodeprimidos.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en primer lugar muestras congeladas
y posteriormente muestras incluidas en parafina,
ya que asi se podia obtener un mayor nimero de mues-
tras y podriamos efectuar comparaciones con otro ti-
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po de tumores.

Entre las muestras congeladas habia 15 biopsias de
piel afecta por SK, ocho biopsias de piel sana de pacientes
afectos por SKy seis biopsias cutaneas de pacientes con-
troles positivos para el virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH). Todas estas muestras se obtuvieron me-
diante punch biopsia de 4 mm y se guardaban en fresco
en un contenedor de nitrégeno liquido a—70° C.

Entre las muestras fijadas en formol e incluidas en pa-
rafina se incluyeron 33 casos de SK asociado a
SIDA, seis casos de SK clasico, tres casos de SK asociado
ainmunosupresion, 14 muestras de piel sana o con otra
patologia cutdnea distinta del SK (en pacientes afectos
por SK), 11 biopsias de tumores cutaneos no SK de pa-
cientes VIH positivos, seis muestras de angiosarcomas,
10 de tumores cutineos de pacientes trasplantados re-
nales y 10 muestras de piel sana de personas sanas.

Material

Se revisan todas las historias clinicas de los pacien-
tes con SK (cuyas muestras fueron incluidas en para-
fina) que han sido incluidos en el estudio. De cada
una de ellas se extraen los siguientes datos: sexo, edad,
factor de riesgo para la infeccion por el VIH, caracte-
risticas clinicas del SK (numero de lesiones, localiza-
cion y tiempo de evolucién), primera manifestacion
de SIDA, numero de linfocitos CD4+ en el momento
del diagnostico del SK, ano de diagnéstico del SK'y
tratamiento empleado para el SK.

Asimismo se revisan todas las biopsias cutaneas de
los SK incluidos en el estudio, en cada una de ellas se
mira en qué estadio histologico estan.

Métodos
Meétodo de desparafinacion de las muestras

Se recuperaron las piezas de las biopsias incluidas en
el estudio, y de cada una de ellas se realizé un corte de
20 micras. Cada una de ellas fue sometida al método de
desparafinacion descrito por Wright y Manos (24), y
que consiste en:

— Anadir aproximadamente 1 ml de octano a ca-
da tubo. Cerrar los tubos y mezclarlos a tempe-
ratura ambiental durante 30 minutos.

— Centrifugar durante 3-5 minutos con centrifu-
gadora a alta velocidad para separar el tejido de
cualquier residuo de parafina.

— Quitar el octano de cada tubo con una pipeta
Pasteur. (En este paso se han de extremar las
precauciones para impedir la pérdida de tejido,
ya que en el caso de muestras antiguas el tejido
puede estar fragmentado y se podria perder du-
rante la extraccién del octano).
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— Repetir los pasos uno, dos y tres.

— Anadir a cada tubo aproximadamente 0,5 ml de
etanol al 100%. Cerrar y mezclar.

— Realizar lo mismo que en el paso dos.

— Quitar el etanol como se hizo con el octano en
el paso tres.

— Repetir los pasos cinco, seis y siete. Quitar el ma-
ximo de etanol posible con la pipeta.

— Secar las muestras anadiendo dos-tres gotas de
acetona a cada tubo. Manteniendo los tubos abie-
tos, colocarlos en un bano de agua a 37-50° C
que promueva la evaporacién de la acetona.

Todo este proceso se llevé a cabo en condiciones
de esterilidad para evitar la contaminacién de las dis-
tintas muestras.

Meétodo de deteccion del ADN del VHH-8

La deteccion de ADN del VHH-8 se llevé a cabo me-
diante la técnica de reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR), que tiene tres pasos: la extraccion del ADN,
la amplificacion del ADN vy la visualizacién del ADN.

Extraccion del ADN

Se obtuvieron cortes (1-2) de 20 micras del tejido
de interés. Estos cortes fueron resuspendidos en un
tampon de extraccion (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL
apH=8,3 que contenia 0,5% de Tween 20 y 400 pg/ml
de proteinasa K). Tras incubar 1 hora a 56° C la pro-
teinasa K fue inactivada calentando 10 minutos a 96° C.

Amplificacion del ADN

Cinco microlitros de cada muestra de ADN fueron co-
locados en 50 microlitos de mezcla de reaccién que con-
tenia 10 mM de Triss-HCL pH=8,3, 1,5 mM de MgCl12,
50 mM KCL, 100 pM de cada nucleétido, 100 pmol de
cada oligonucleétido (secuencias KS1yKS2, 5’ TCCGTG-
TTGTTACGTCCAG 3’y 5> AGCCGAAAGGATTCCAC-
CAT 3’, que generan un fragmento de 233 pares de ba-
se) y dos unidades de Taq DNA polimerasa (Real, Adv).

La amplificacioén se llevé a cabo en un termociclador
(Progene Techne, Durviz SL, Espana) programado pa-
ra 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° C durante 10 se-
gundos, annealing a 58° C durante 10 segundos y poli-
merizacién a 72° C durante 15 segundos, y un paso final
de polimerizacion a 72° C durante 6 minutos.

Visualizacion del ADN

Veinte microlitos de cada producto amplificado fue-
ron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
3% (agarosa GN-10, Durviz SL, Espafia) que contenia
0,5 pg/ml de bromuro de etidio en tampén TBE y vi-
sualizado bajo luz ultravioleta.
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Todas las muestras fueron realizadas por duplicado.

Estudio estadistico

Se utiliza la prueba del 2 (Chi cuadrado) para com-
parar los resultados entre los distintos grupos y ver si
existe una asociacion estadisticamente significativa entre
la deteccion por PCR de secuencias de ADN del VHH-8
y el diagnéstico de SK. También se utiliza la correccion
de Yates, ya que el numero total es inferior a 200.

Posteriormente se realizé el calculo de la odds ra-
tio (OR) y el intervalo de confianza de la OR, ya que
en los estudios de casos y controles ésta es la mejor ma-
nera de saber cuanto de mas frecuente es la asociacion
entre el VHH-8 y el SK que en los grupos controles.

RESULTADOS
Resultados de las muestras congeladas (tabla I)

— 14/15 muestras de piel afecta por SK resultaron
positivas (93,3%).

— 3/8 muestras de piel sana de pacientes afectos

TABLA I: RESULTADOS OBTENIDOS
CON LAS MUESTRAS CONGELADAS

Paciente/

_ o Diagndstico Resultado
ano diagndstico
1/1995 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
2/1993 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
3/1995 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
4/1994 Sarcoma Kaposi clasico Positivo
5 Control VIH+ Negativo
6/1993 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
6/1993 Piel sana perilesional (SK)  Positivo
7 Control VIH+ Negativo
8 Control VIH+ Negativo
9/1993 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
9/1993 Piel sana perilesional (SK) Negativo
10/1995 Sarcoma Kaposi VIH Negativo
11/1994 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
11/1994 Piel sana perilesional (SK)  Positivo
12/1995 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
3/1995 Piel sana perilesional (SK)  Positivo
13/1995 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
14/1995 Sarcoma Kaposi clasico Positivo
14/1995 Piel sana perilesional (SK) Negativo
14/1995 Piel sana distante (SK) Negativo
15 Control VIH+ Negativo
16/1996 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
16/1996 Piel sana distante (SK) Negativo
17/1996 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
17/1996 Piel sana (SK) Negativo
18/1996 Sarcoma Kaposi vs Ang. bac. Positivo
19/1996 Sarcoma Kaposi VIH Positivo
20 Control VIH+ Negativo

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. SK: sarcoma
de Kaposi. Ang. bac.: angiomatosis bacilar.
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por SK fueron positivas (37,5%). Todas las mues-
tras de piel sana positivas fueron tomadas de un
drea perilesional.

— Ninguna de las cinco muestras controles VIH +
fue positiva (0%).

En una de las muestras (paciente nimero 18) no
habia seguridad en cuanto al diagnéstico clinico ni
histolégico, si se trataba de un SK o bien de un caso
de angiomatosis bacilar, pero la deteccion de ADN del
VHH-8 fue positiva, por lo que finalmente se realiz6 el
diagnéstico de SK.

Resultados de las muestras congeladas (tabla II)

Datos clinicos de los pacientes con SK
asociado a SIDA (tabla II)

La edad media de los pacientes con SK-SIDA fue de
40,6 anos; la proporcién entre varones y mujeres fue

de 31/2. El factor de riesgo mas frecuente fue el ho-
mosexual (24 pacientes), aunque también habian de-
sarrollado SK personas con otros factores de riesgo:
ADVP (adictos a drogas por via parenteral) seis, bise-
xual dos y DPR (donantes de plasma remunerados)
uno; en tres pacientes el factor de riesgo era desco-
nocido. El SK fue la primera manifestaciéon de SIDA
en el 54% de los pacientes, en un 20% fue la neumo-
nia por Preumocistis carini y en otro 20% la primera
manifestacion de SIDA era desconocida. El nimero
medio de linfocitos CD4+ en el momento del diag-
nostico del SK fue de 72 (10-280).

Datos clinicos de los pacientes con SK cldsico

La edad media de los pacientes con SK clasico fue
de 72 anos, y la proporcién entre varones y mujeres
fue de cinco a uno. El niumero medio de linfocitos
CD4+ en el momento del diagnéstico fue de 804 (240-

TABLA II: DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON SARCOMA DE KAPOSI ASOCIADO A SIDA

Paciente/afio Sexo/ Factor NuUm. de lesiones/ Primera manifestacion cD4
diagndstico Edad riesgo tiempo de evolucion del SIDA
1/1993 V/73 ? 1/3 meses Sarcoma de Kaposi 150
2/1995 (3) V/32 Homosexual + de 25 /4 meses Sarcoma de Kaposi 20
3/1993 (6) V/68 Homosexual + de 25/1 ano Sarcoma de Kaposi 30
4/1993 V/41 Homosexual 15/6 meses Neumonia PC 100
5/1987 V/37 Homosexual 6/5 meses Neumonia PC 20
6/1990 V/28 Homosexual 14/6 meses Neumonia PC 10
7/1986 V/61 Homosexual 8/4 meses Sarcoma de Kaposi 120
8/1990 V/47 Homosexual ? Sarcoma de Kaposi ?
9/1992 V/52 Homosexual 3/2 meses Sarcoma de Kaposi 30
10/1995 (1) V/32 Bisexual 1/2 meses Sarcoma de Kaposi 80
11/1995 (10) V/40 ADVP 12/4 meses Sarcoma de Kaposi ?
12/1996 (16) V/45 Homosexual 3/6 meses Tuberculosis pulmonar 20
13/1992 V/39 Homosexual 24/3 meses Neumonia PC 10
14/1992 V/38 Homosexual 15/2 meses Sarcoma de Kaposi ?
15/1992 V/26 Homosexual 20/3 meses Sarcoma de Kaposi 140
16/1991 V/34 ADVP homosexual 21/4 meses Sarcoma de Kaposi 280
17/1996 (17) V/56 Homosexual 1/1 afo Diarrea criptoperidium 16
18/1996 (18) M/26 ADVP 2/1 mes Sarcoma de Kaposi 187
19/1991 V/33 ADVP 15/3 meses Sarcoma de Kaposi ?
20/1991 V/30 Homosexual + de 15/6 meses Sarcoma de Kaposi ?
21/1993 (2) V/49 Homosexual 10/4 meses Sarcoma de Kaposi 30
22/1992 V/38 DPR 5/3 meses Neumonia PC 30
23/1995 V/54 Homosexual Neumonia PC 20
24/1995 (13) V/33 Bisexual + de 15/3 meses Sarcoma de Kaposi 50
25/1995 (12) V/37 Homosexual + de 15/1 aho Sarcoma de Kaposi 200
26/1994 (11) V/40 Homosexual 10/6 meses ? ?
27/1990
28/1990
29/1993 V/46 Homosexual 6/3 meses ? ?
30/1991 V/37 Homosexual Neumonia PC 50
31/1991 V/30 Homosexual
32/1991 V/40 Homosexual
33/1996 (19) M/35 ADVP 15/1 ano

Entre paréntesis se indica el nimero que ocupo el paciente en el estudio con muestras congeladas. V: varéon. M: mujer.
ADVP: adicto a drogas por via parenteral. DPR: donante de plasma remunerado. Neumonia PC: neumonia por Pneumocistis
carini. CD4: numero de linfocitos CD4 en el momento del diagndstico.
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TABLA Ill: RESULTADO DE LA PCR PARA EL VHH-8 EN
LAS MUESTRAS DE SK-SIDA INCLUIDAS EN PARAFINA

Nam. Estadio Tratamiento Ano PCR
de paciente  histoldgico VHH-8

1 Nodular Cirugia 1993 Positiva

2 Nodular Quimioterapia 1995 Positiva

3 Parche Quimioterapia 1993  Positiva

4 Placa Quimioterapia 1993  Positiva

5 Placa Radioterapia 1987 Negativa

6 Parche ? 1990 Negativa

7 Placa Quimioterapia 1986 Negativa

8 Parche Quimioterapia 1990 Negativa

9 Placa Quimioterapia 1992 Positiva
10 Placa Cirugia 1995 Positiva
11 Placa Ninguno 1995 Positiva
12 Nodular Radioterapia 1996 Positiva
13 Placa Quimioterapia 1992 Positiva
14 Parche ? 1992 Positiva
15 Parche Quimioterapia 1992 Negativa
16 Placa ? 1991 Positiva
17 Nodular Radioterapia 1996 Positiva
18 Nodular Cirugia 1996 Positiva
19 Nodular ? 1991 Positiva
20 Placa QMT y RxT 1993 Positiva
21 Nodular Quimioterapia 1993 Positiva
22 Placa AZT 1992 Negativa
23 Placa AZT 1995 Positiva
24 Nodular Quimioterapia 1995 Positiva
25 Nodular Quimioterapia 1995 Positiva
26 Parche Quimioterapia 1994 Negativa
27 Placa ? 1990 Negativa
28 Parche ? 1990 Negativa
29 Nodular ? 1993  Positiva
30 Placa ? 1991 Positiva
31 Placa Quimioterapia 1991 Positiva
32 Placa Quimioterapia 1991 Positiva
33 Placa Quimioterapia 1996 Positiva

QMT: quimioterapia. RxT: Radioterapia. AZT: cidovudina.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa. VHH-8: virus
herpes humano tipo 8.

1.200). Uno de los pacientes (ntiimero 6) presentaba
una lifopenia CD4 en el momento del diagnéstico. To-
dos ellos eran VIH negativos.

Datos clinicos de los pacientes con SK asociado
a inmunosupresion

Se incluyeron tres casos (dos varones y una mujer),
la edad media fue de 57 afios. El motivo de la inmu-
nosupresion fue un linfoma, tratamiento con cortico-
esteroides orales y quimioterapia.

Resultado de la PCR para el VHH-8 en los
pacientes con SK asociado a SIDA (tabla I11)

De las 33 muestras analizadas, 24 eran positivas
(72,7%) y nueve (27,2%) eran negativas. Llama la aten-
cién que las seis muestras que se incluyeron anterio-
res al ano 1991 fueron negativas, mientras que las de
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FIG. 1.—Deteccion de ADN del VHH-8 mediante PCR en 12 mues-

tras de piel afecta por SK de individuos con SIDA (muestras en pa-

rafina). Las muestras 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 9 y 10 resultaron
positivas. Las biopsias 4, 11y 12 fueron negativas.

1991 en adelante, 24 de 27 (88,8%), eran positivas (tan
solo tres fueron negativas) (Fig. 1).

La deteccién de ADN del VHH-8 era positiva a
pesar de que muchos de los pacientes estaban reci-
biendo quimioterapia y la enfermedad estaba estabi-
lizada.

El1 ADN del VHH-8 estaba presente en todos los es-
tadios histologicos del SK, si bien casi todas las mues-
tras negativas que fueron obtenidas después del ano
1990 correspondian a un estadio en parche.

Resultado de la PCR para el VHHH-8 en los
pacientes con SK clasico

En los seis pacientes afectos por SK clasico se detect6
ADN del VHH-8 (100%). Una de estas muestras fue la
biopsia mds antigua de todo el estudio (del afno 1989)
en que la deteccion fue positiva. En este grupo tampo-
co se observo influencia del tratamiento, ni del estadio
histolégico en la deteccién o no de ADN del VHH-8.

Resultado de la PCR para el VHHH-8 en los
casos de SK asociado a inmunosupresion

Tan s6lo uno de los tres casos result6 ser positivo,
aquél cuya muestra fue recogida en el ano 1991; las
otras dos fueron recogidas en los anos 1984 y 1989,
respectivamente.

Resultado de la PCR para el VHHH-8 en las biopsias
cutdneas de piel sana o con otra patologia
cutanea de pacientes con SK

Las 14 muestras de piel sana o con otra patologia
cutdanea de los pacientes afectos por SK fueron nega-
tivas. De todas ellas tan s6lo son valorables siete, ya
que las otras siete son piezas muy antiguas, en las que
la deteccién de ADN del VHH-8 en la piel afecta por
SK también fue negativa. Entre las muestras incluidas
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habia ocho de piel sana, un molluscum contagioso, un
herpes simple, una queratosis actinica, una leucopla-
sia vellosa oral, una tulcera herpética y una de poro-
queratosis.

Resultado de la PCR para el VHH-8 en muestras de
tumores cutdneos (no SK) de pacientes VIH positivos

La edad media de los pacientes con tumores cutineos
no SK fue de 35 anos. La proporcién entre varones y mu-
jeres fue de 8/3. El factor de riesgo mas frecuente fue el
homosexual, pero seguido muy de cerca por el ADVP y
el heterosexual. Los tumores cutdneos incluidos fueron:
seis carcinomas epidermoides, dos linfomas, un carcino-
ma basocelular, una queratosis actinica y una deramato-
fibroma. Todas las muestras habian sido obtenidas des-
pués del ano 1989. En tan sélo el dermatofibroma se
detectaron secuencias de ADN del VHH-8; ésta fue la iini-
ca muestra no SK de todo el estudio que result6 ser
positiva.

Resultado de la PCR para el VHHH-8 en biopsias cutdneas
de tumores cutaneos de pacientes trasplantados renales

Todas las muestras fueron obtenidas de dos pacien-
tes, e incluyeron: cinco carcinomas epidermoides, dos
epiteliomas basocelulares, un bowen, una verrugay una
dermatofibroma. Todas ellas eran posteriores al afno
1990 y ninguna de ellas fue positiva.

Resultado de la PCR para el VHH-8 en las
muestras de angiosarcoma

Se analizaron seis muestras, siendo todas ellas ne-
gativas.

Resultado de la PCR para el VHHH-8 en las muestras
de piel sana de individuos sanos

Se incluyeron 10 biopsias y en ninguna de ellas la
deteccion fue positiva.

Analisis de los resultados

Con la prueba del %2 se efectuaron todas las compa-
raciones posibles entre el grupo de pacientes afectos por
SKy el resto de grupos controles (pieles sanas de pa-
cientes afectos, tumores cutaneos no SK de pacientes
VIH positivos, tumores cutaneos no SK de pacientes tras-
plantados, angiosarcomas y piel normal de individuos
sanos). En todos los casos se demostr6 que existia una
asociacion estadisticamente significativa entre la detec-
cién de ADN del VHH-8 y el SK con una p<0,001.

Asimismo se realiz6 el cdlculo de la OR utilizando
como grupo de casos todas las piezas de SK, y como
grupo de controles todas las piezas controles incluidas

Actas Dermosifiliogr 1999,;90:489-498

en el estudio. Se obtuvo una OR de 135 y un interva-
lo de confianza de la OR (con un 95% de confianza)
entre 16,67 y 1.081. Con ello también se constato la
existencia de una asociacion positiva entre el VHH-8 y
el SK.

DISCUSION

Nuestro estudio, al igual que los numerosos publica-
dos hasta la fecha (realizados en distintas areas geo-
graficas: Europa, EE.UU.y Africa), demuestra una aso-
ciacion clara entre la deteccion del VHH-8 y el SK. Se
detectaron secuencias de ADN del VHH-8 en el 74,4%
del total de las muestras de SK incluidas en parafina. Si
consideramos so6lo las muestras obtenidas después del
afio 1990, el porcentaje asciende a un 90%. La mayor
negatividad de las muestras antiguas podria ser debida
a una pérdida de ADN por parte de ellas. Cuando ana-
lizamos por separado los distintos tipos de SK que fue-
ron incluidos en nuestro trabajo, el porcentaje en que
se detectaron secuencias de ADN del VHH-8 en las mues-
tras posteriores al ano 1990 fue del 88,8% para los casos
de SK-SIDA, 100% para los SK clasicos y 100% para el
tnico caso de SK asociado a inmunosupresién que se
pudo incluir. El porcentaje de positividad obtenido en
las muestras congeladas fue de un 92% para los casos de
SK-SIDA y de un 100% para los SK clasicos. En nuestro
trabajo las muestras incluidas en parafina dio un rendi-
miento similar a la congelada; esto no coincide con lo
obtenido por otros autores como mads adelante veremos.

En Ia tabla IV se recogen los resultados obtenidos
por los principales estudios publicados sobre la de-
teccion de ADN del VHH-8 en biopsias de piel de las
distintas formas clinicas de SK.

El primer estudio fue realizado en EE. UU. por Chang
y cols. en 1994 con 27 casos de SK-SIDA. Se utilizaron
muestras congeladas y se detect6 positividad en un
93% de los casos. En este estudio también se detectd
positividad en el 11% de los linfomas asociados a
SIDA analizados. También se incluyeron otras biopsias
que fueron utilizadas como controles (biopsias de ci-
rugia plastica, tumores vasculares, etc.), y en ninguna
de ellas la deteccion fue positiva (9).

A partir de este primer estudio numerosos grupos
de trabajo han utilizado la misma secuencia de ADN
descrita por Chang y cols., y han publicado los resul-
tados que ellos han obtenido en las distintas formas
clinicas de SKy en diferentes dreas geograficas. Asi,
Su y cols. recogen casos de SK en Taiwan, y detectan
ADN del VHH-8 tanto en los SK-SIDA como en los SK
clasicos (25). Posteriormente, Huang y cols. realizan
otro estudio en New York en el que se incluyen 30 casos
de SK, entre ellos 10 SK endémico. Se detecté positi-
vidad en un 70% de los casos de SK endémico (10).
También se han realizado estudios en Europa (Fran-
cia, Italia y Bélgica), en todos ellos se obtuvieron re-
sultados similares a los de los trabajos realizados en
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TABLA IV: DETECCION DE ADN DEL VHH-8 EN BIOPSIAS CUTANEAS DE SK. RESULTADOS OBTENIDOS

POR LOS DISTINTOS AUTORES

Autor/afno (cita) NuUm. de pacientes Pais Muestras % positividad
Chang/1994 (9) 27 SK-SIDA EE. UU. (New York) Congeladas 93
Su/1995 (25) 4 SK-SIDA Taiwan ? 100

3 SK clésico 66
Huang/1995 (10) 12 SK-SIDA EE. UU. (New York) Congeladas 100
8 SK clasico Parafina 87,5
10 SK endémico 70
Dupin/1995 (26) 4 SK-SIDA Francia Congeladas 100
5 SK cléasico
Moore/1995 (27) 11 SK-SIDA EE. UU. (New York) Congeladas 95
6 SK clasico
4 SK homosexual
De Lellis/1995 (28) 17 SK-SIDA Italia ? 100
6 SK clasico
12 SK endémico
Chang/1996 (11) 24 SK-SIDA Uganda Parafina 92
20 SK VIHneg 85
Noel/1996 (29) 61 SK-SIDA Bélgica Parafina 67
6 SK clasico 50
11 SK iatrogénico 45
Buonaguro/1996 (30) 19 SK-SIDA Italia Congelada 100
28 SK clasico Grecia 100
12 SK endémico Uganda 100
2 SK iatrogénico 100
Luppi/1996 (31) 22 SK clasico Italia Parafina 68
Dictor/1996 (32) 14 SK-SIDA EE. UU. Parafina 100
63 SK clasico 88
Simon/1996 (33) 16 SK-SIDA Alemania Parafina 100
17 SK clésico 100
Lebbé/1997 (34) 21 SK clasico Francia Parafina 100
3 SK endémico Congelada
3 SK iatrogénico
4 SK homosexual
Este estudio 33 SK-SIDA Espana Parafina 72,7
6 SK clasico 100
3 SK iatrogénico 33
13 SK-SIDA Congelada 92
2 SK clasico 100

SK: sarcoma de Kaposi. SIDA: sindrome de la inmunodeficiencia adquirida. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

EE. UU. De todos ellos, el que mayor nimero de pa-
cientes incluy6 fue el realizado en Bélgica por Noel y
cols. (61 casos de SK-SIDA, seis de SK clasicos y 11 SK
iatrogénicos). En este estudio se emplean muestras in-
cluidas en parafina, y la positividad obtenida es mucho
menor que la del resto de los estudios, sobre todo en
los casos de SK iatrogénico, entre los que tan sélo se
obtuvo un 45% de positividad (29). Sin embargo, en
el estudio realizado por del Buonarguro y cols. en Italia,
con muestras congeladas, la positividad fue del 100% (30).
Algunos de los trabajos han incluido pacientes de Ugan-
da (como el segundo realizado por Chang en 1996) y
han confirmado la deteccién de ADN del VHH-8 en
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los casos de SK africano, tanto en su forma endémica
como en el asociado a VIH (11). Estos estudios con-
firman que el VHH-8 se encuentra en todas las formas
clinicas de SKy en las distintas areas geograficas.

En la tabla IV podemos observar cémo los diversos es-
tudios realizados muestran pequenas diferencias en cuan-
to al porcentaje de positividad. Las diferencias de positivi-
dad entre los distintos estudios podrian ser explicadas por:

— Ausencia del virus en algunas muestras o su pre-
sencia en un numero muy bajo de copias, que
no pueda ser detectado ni por la PCR (a pesar
de la gran sensibilidad de esta técnica).
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— Variacién geografica en cuanto a la prevalencia
de la infeccién por VHH-8 (Luppiy cols.) (31).

— Diferencias en cuanto al tipo de muestra (fres-
ca congelada o incluida en parafina).

— Razones técnicas, como podria ser una variaciéon
en la secuencia del genoma virico, que hiciese
imposible su deteccién con el par de primes uti-
lizado. Esto ha sido demostrado por O’Neill y
cols., que observan un polimorfismo en cuanto
a la secuencia de nucleétidos del genoma viri-
co de cuatro casos que estudian; estas diferen-
cias podrian afectar a la eficacia de la PCR (35).

En cuanto al andlisis de las pieles sanas o afectas por
una patologia distinta del SK de los pacientes afectos por
SK, en nuestro estudio se obtuvieron distintos resultados
segun las piezas fuesen congeladas o incluidas en para-
fina. De las muestras congeladas, un 37,5% fueron posi-
tivas, mientras que todas las muestras incluidas en para-
fina fueron negativas. Esta diferencia puede ser debida
a que la mayoria de las muestras congeladas fueron ob-
tenidas de area perilesional y por tanto susceptible de pa-
decer SK en escaso periodo de tiempo, mientras que las
muestras incluidas en parafina eran de piel distante.

En la tabla V se recogen los resultados obtenidos
por distintos autores sobre la deteccién de ADN del
VHH-8 en la piel sana de pacientes afectos por SK.
Comparando los resultados de nuestro trabajo con los
de otros estudios podemos observar cémo existen re-
sultados muy dispares, asi en el estudio realizado por
Noely cols. con 19 muestras; s6lo hubo positividad en
el 10,5% de ellas (29), mientras que en otro que in-
cluy6 seis pacientes el porcentaje de positividad as-
cendié aun 83% (26). Ningun autor ha sido capaz de
dar una explicacion clara de por qué existen tantas di-
ferencias entre los distintos trabajos. Quizd sea debi-

TABLA V: DETECCION DE ADN DEL VHH-8
EN BIOPSIAS DE PIEL SANA DE PACIENTES
CON SARCOMA DE KAPOSI. RESULTADOS
OBTENIDOS POR LOS DISTINTOS AUTORES

Y 0,

Autor/afio (cita) de ;!\ilhtlz?;.ntes Pais positi/:/idad
Chang/1994(9) EE. UU. 50
Dupin/1995 (26) 6 Francia 83
Moore/1995 (27) 14 EE. UU. 21,56
Noel/1996 (29) 19 Bélgica 10,5
Buonaguro/1996 (30) 13 Italia 69
Simon/1996 (33) 3 Alemania 0
Lebbé/1997 (34) 21 Francia 70
Este estudio:

— Congelada 8 Espafia 37,56

— Parafina 14 0
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do a que los autores que obtienen mayor positividad
utilicen muestras de piel sana perilesional, mientras
que en los trabajos que se obtiene escasa positividad
las biopsias han sido obtenidas de un drea distante a
la afecta por el SK. Sin embargo, en el Gltimo trabajo
publicado al respecto (Lebbé y cols.) se incluyen 21
muestras de piel sana distante al SKy en un 70% de
ellas se obtuvo un resultado positivo. Estos autores
piensan que las discrepancias no son debidas a dife-
rencias en cuanto a la localizacién de la toma de la
muestra, sino a las existentes en la realizacion del test,
ya que es necesario analizar grandes cantidades de
ADN para aumentar la eficacia del test cuando se ana-
lizan las pieles sanas de pacientes afectos.

En nuestro trabajo también se estudi6 la presencia
de genoma virico del VHH-8 en otro tipo de tumores
vasculares como el angiosarcoma (seis casos), y en nin-
guno de los casos la deteccién fue positiva. Entre todos
los autores se han estudiado 79 casos de angiosarcoma
(36, 37), y tan s6lo dos han sido positivos para el VHH-8
(Gyulai y cols. y Koizumi y cols.) (22, 38). Jiny cols. rea-
lizan un estudio amplio en el que se analiza la pre-
sencia de genoma de este virus en distintos tipos de
lesiones vasculares, incluyendo: 17 SK, 15 casos de an-
giosarcoma, 75 de hemangioma, 25 de granuloma pio-
génico, 15 de linfangioma, tres de hemangiopericito-
ma y dos de enfermedad de Kimura; s6lo se detecta
ADN del VHH-8 en los casos de SK, llegando a la con-
clusién de que la deteccion de ADN del VHH-8 en una
lesion vascular podria servir de marcador diagnoéstico
de SK (39). Dictor y cols. (32) y Maiorana y cols. (40)
publican sendos trabajos, en el que se incluyen nume-
rosas biopsias de lesiones vasculares simuladoras de SK
y en ningun caso detectan secuencias viricas del VHH-8.
Por ello la deteccién de ADN del VHH-8 seria un test
util en aquellos tumores vasculares cuyo diagnéstico no
estuviese claro desde el punto de vista clinico e histo-
l6gico. A este respecto consideramos muy interesante
nuestro caso 19, cuyo diagnoéstico clinico e histologico
ofrecia dudas entre un SKy una angiomatosis bacilar y
la deteccion de secuencias viricas del VHH-8, asi como
su falta de respuesta al tratamiento antibiético nos hi-
zo llegar a la conclusién de que se trataba de un SK.

En nuestro trabajo también se estudi6 la presencia
de VHH-8 en tumores cutineos no SK de pacientes VIH
positivos (seis carcinomas epidermoides, dos linfomas,
un carcinoma basocelular, una queratosis actinica y una
dermatofibroma). Tan solo el dermatofibroma resulté
ser positivo; en ninguno de los otros 10 casos se detec-
t6 genoma virico del VHH-8. Estos mismos resultados
son los obtenidos por otros autores, en concreto Noel
y cols. realizan un estudio similar, pero con 13 tumo-
res cutaneos de pacientes con SIDA, y en ninguna de
las muestras detectaron ADN del VHH-8 (29).

También se determiné la presencia de genoma vi-
rico del VHH-8 en 10 tumores cutaneos no SK de pa-
cientes trasplantados renales, ya que en un estudio
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previo realizado por Rady y cols. se demostré la pre-
sencia de secuencias de ADN del VHH-8 en el 82% de
las muestras (20). En nuestro trabajo la deteccién fue
negativa en todos los casos. Asimismo, Dictor y cols.
analizan la presencia de ADN del VHH-8 en 20 lesio-
nes tumorales cutaneas de pacientes trasplantados re-
nales, siendo la deteccién en todos ellos negativa (32).
Lebbé y cols. estudian 20 lesiones tumorales epitelia-
les de 17 pacientes inmunodeprimidos por un tras-
plante, y en ninguna de ellas detectan secuencias vi-
ricas del VHH-8 (41). Dupin y cols. obtuvieron idénticos
resultados (42). Pero para terminar de sembrar dudas
sobre el tema, recientemente Inagiy cols. obtienen re-
sultados similares a los de Rady y cols. y obtiene una
positividad del 71% para la enfermedad de Bowen y
del 50% para el carcinoma epidermoide (43). Con es-
tos resultados los autores sugieren que existe una re-
lacion entre al VHH-8 y la proliferacién de células epi-
teliales, y que se necesitan nuevos estudios que permitan
aclarar el tema.

Nuestros resultados contradicen a los obtenidos por
Rady e Inagi y cols. y son similares a los del resto de los
autores. Pensamos que el VHH-8 no es un virus ubi-
cuo que se pueda detectar ficilmente en la piel de pa-
cientes inmunodeprimidos, sino que estd relacionado
e intervendria en la etiopatogenia de determinadas
patologias bien definidas, y no presenta ningtin papel
etiopatogénico en el desarrollo de tumores cutidneos
no SK, sean los pacientes inmunocompetentes o in-
munodeprimidos. Las discrepancias entre los trabajos
podrian ser debidas a problemas técnicos, como con-
taminacién de las muestras en el laboratorio.

Nuestro trabajo, al igual que los demas publicados
hasta la fecha, demuestra claramente una asociaciéon
entre el VHH-8 y el SK, pero demostrar que esa aso-
ciacion es causal es mucho mds complicado. Aun asi
hay varios datos que hablan a favor de que esa asocia-
cion sea causal, como el valor tan alto obtenido al cal-
cular la odds ratio; el que un virus sea el agente etio-
légico del SK es plausible biolégicamente, y los
resultados de nuestro trabajo son consistentes con los
de otros estudios ya publicados. Sin embargo, al ser
nuestro trabajo un estudio transversal, fue imposible
evaluar la relacién temporal existente entre el VHH-8
y el SK; el virus deberia ser detectado antes del de-
sarrollo de la enfermedad para poder establecer una
relacion causal. Pero esta relacién temporal si que ha
sido demostrada por otros autores, como Whitbyy cols.
en estudios sobre la deteccion de ADN del VHH-8 en
células mononucleares de sangre periférica, demos-
trando que una deteccion positiva predice la aparicion
posterior de SK (13), y Gao y cols. con los estudios se-
rolégicos sobre el VHH-8 que ha realizado, detectan-
do anticuerpos frente a antigenos del virus previo al
desarrollo de SK. Por todo ello pensamos que el VHH-8
desempena claramente un papel causal en el desa-
rrollo de las lesiones de SK.
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Abstract.—In 1994 Chang et al discovered the
presence of DNA of a new type of herpesvirus
(HHV-8, SKHV) in Kaposi’s sarcoma (KS); since
then, numerous studies have confirmed theses
results detecting the virus in all the clinical variants
of KS. The aim of our study was to determine if
there was also an association between HHV-8 and
KS in our population.

Material and methods: The presence of DNA of HHV-
8 in skin biopsies of 57 cases of KS (46 AIDSKS, 9
classic KS and 3 iatrogenic KS) was studied by PCR.
The following controls were also included in this
study: 22 samples of healthy skin of KS patients, 11
non-KS skin tumors from HIV patients, 10 skin
tumors from transplanted patients, 6 angiosarcomas
and 10 biopsy specimens of healthy skin from
normal adults.

Results: Sequences of DNA of HHV-8 were detected
in 45/57 cases of KS (36/46 AIDS-KS, 8/8 classic KS,
1/3 iatrogenic KS). The detection was also positive
in 3/22 biopsies of healthy skin in patients affected
by KS, as well as in a dermatofibroma from one patient
with AIDS. All the other samples were negative.

Conclusions: The association, previously described,
between HHV-8 and KS also exists in the studied
population (an area of Valencia, Spain). The
detection of DNA of HHV-8 is specific of KS.

We believe that HHV-8 is an important factor in the
pathogenesis of KS.

Gil Mateo MP, Febrer Bosch I, Ledesma E, Aliaga Boniche A.
Implication of human herpes virus 8 in the pathogenesis of

Kaposi’s sarcoma. Actas Dermosifiliograf 1999;90:489-498.

Key words: Kaposi’s sarcoma. Human herpes virus 8.
Angiosarcoma. Epithelial cutaneous tumors.
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