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RESUMEN

El Virus Herpes Humano 8 (HHV-8) es el agente causal del
Sarcoma de Kaposi y de otros desordenes linfoproliferativos que
afectan principalmente a individuos inmunocomprometidos; por ello
se ha propuesto su deteccidon en donantes de sangre por ser un
virus potencialmente oncogénico. El objetivo de este estudio es
determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgG contra antigenos
liticos y latentes del HHV-8 en donantes de sangre de una zona

urbana de Lima.

Se recolectaron 350 muestras de sangre de los donantes admitidos
en el Servicio de Medicina Transfusional del Centro Médico Naval
“Cirujano Mayor Santiago Tavara”, de noviembre del 2007 a marzo
del 2008, la media de sus edades fue de 33.9 anos, siendo el 77.4%
de sexo masculino y el 22.6% de sexo femenino. Las muestras de
suero se evaluaron mediante la prueba de inmunofluorescencia
indirecta para la deteccion de anticuerpos contra antigenos liticos y
latentes del HHV-8.

La seroprevalencia fue de 14.0%, 13.3% en la poblacion masculina
y 16.5% en la femenina. La mas alta seroprevalencia se encontro

en el grupo etareo 245 anos, que alcanzé el 22.2%.

Los datos obtenidos indican que la infeccion por el HHV-8 es
altamente prevalente en la poblacion peruana, lo que debe ser
verificado en futuros estudios que abarquen mayor numero de

participantes de diferentes zonas geograficas del pais.

Palabras Clave: Seroprevalencia, Virus Herpes Humano 8,

Poblaciéon Urbana, Inmunofluorescencia Indirecta.



SUMMARY

The Human Herpesvirus 8 (HHV-8) is the causal agent of Kaposi’s
Sarcoma and other lymphoproliferative disorders that affect
principally to immunocompromised patients. It has been proposed
as an infectious agent to be detected in blood donors because of its

oncogenic properties.

The aim of this study is to determine the seroprevalence of IgG
antibodies against lytic and latent antigens of HHV-8 in blood donors

from urban population from Lima.

Serum samples from 350 blood donors, admitted to the Transfusion
Medicine Service from the Naval Medical Center “Cirujano Mayor
Santiago Tavara” from november 2007 to march 2008, were
collected. The mean age was 33.9 years, 77.4% were men and
22.6% were women. The samples were tested by indirect
immnofluorescence assay to detect antibodies against lytic and

latent antigens of HHV-8.

The seroprevalence was 14.0%, 13.3% in men and 16.5% in
women. The seroprevalence was higher in the age group 245 years
(22.2%).

The data obtained shows that it is probable that the infection by
HHV-8 would be frequent in peruvian population which must be
verified in future studies with a bigger population, and from different

geographic regions from the country.

Key Words: Seroprevalence, Human Herpesvirus 8, Urban

Population, Immunofluorescence.



. INTRODUCCION

El riesgo de transmision de agentes infecciosos a través de
transfusiones sanguineas ha motivado continuas investigaciones de
posibles agentes infecciosos que podrian ser transmitidos por esta
via y al continuo desarrollo de pruebas de tamizaje que ofrecen

mayor eficiencia en la discriminacion de donantes.

Desde 1995, muchos agentes infecciosos han surgido como
potenciales amenazas de la seguridad de las unidades sanguineas;
estos incluyen al virus de la hepatitis G (HGV), virus SEN (SEN-V)
y el virus TT (TTV) los que fueron relacionados con la hepatitis post-
transfusional, el virus herpes humano 8 (HHV-8), el coronavirus del
sindrome respiratorio agudo, el prion que transmite la enfermedad
variante de Creutzfeldt-Jakob (vCJD), entre otros; inclusive otros
patdogenos ya conocidos, como el virus de la hepatitis A, parvovirus
B19, enterovirus y leishmania, fueron reevaluados para determinar

su posible potencial transmision (Blajchman MA, 2006).



El HHV-8 es el virus herpes humano descubierto mas
recientemente. Fue por primera vez detectado en células
endoteliales linfaticas proliferativas del tumor de piel conocido como
Sarcoma de Kaposi (SK); posteriormente fue detectado en células
B, monocitos y saliva de pacientes con esta neoplasia (Hudnall SD,
2004). EI Sarcoma de Kaposi es la neoplasia mas frecuente en
personas con SIDA, aproximadamente del 15-20% de estos
pacientes desarrollan esta neoplasia que raramente ocurre en
individuos inmunocompetentes (Chang Y, 1994). El HHV-8 forma
parte de los virus humanos vinculados a desordenes
linfoproliferativos, debido a su presencia en células B malignas del
Linfoma de Efusién Primaria (PEL) y en la Enfermedad Multicéntrica
de Castleman, entre otros (Du MQ, 2007).

La prevalencia de la infeccion por el HHV-8 ha sido objeto de
multiples estudios en donantes de sangre y en la poblacion en
general, luego de que fue posible aislar al virus a partir de sangre
de un donante, lo que representaria un potencial riesgo de

transmisién por transfusion sanguinea (Blackbourn DJ, 1997).

La falta de un método bien estandarizado y validado para la
determinacién de la seroprevalencia del HHV-8 ha conducido a una
variabilidad considerable en la seroprevalencia reportada en varios
grupos de riesgo de SK y en diferentes regiones geograficas;
muchos de los primeros datos de seroprevalencia estuvieron
basados en IFl para la deteccion de anticuerpos contra antigenos
latentes del HHV-8, un ensayo que ha demostrado ser menos
sensible que el ensayo de IFI para la deteccion de anticuerpos
contra antigenos liticos (Hudnall SD, 2003). Sin embargo, la

sensibilidad y la especificidad de los ensayos seroldgicos



disponibles para el HHV-8 no son aun conocidas por la falta de un
patron de oro e individuos infectados y no infectados bien
caracterizados para evaluar los ensayos. Es necesario evaluar si las
diferencias en los reportes de seroprevalencia son debidas a los

ensayos 0 a la poblacion estudiada (Pellet PE, 2003).

En Sudamérica se han llevado a cabo estudios de seroprevalencia
en donantes de sangre de zonas urbanas de Brasil, Argentina y
Chile, reportandose 2.8%, 4% y 3%, respectivamente (Pérez C,
2004). En Brasil, también se reportd 2.5% de seroprevalencia en la
poblacion general y 32.6% en hombres homosexuales (Souza
VAUF, 2004). Sin embargo, la seroprevalencia en poblacion
amerindia de Brasil alcanzo el 53.0%, en esta poblacién a su vez se
identificé un nuevo subtipo del HHV-8, el subtipo E (Biggar R,
2000). El unico estudio en el Peru de seroprevalencia del HHV-8 en
donantes, determin6 una seroprevalencia del 56.3%, cifra
comparable con los valores obtenidos en Africa y en poblacion
amerindia sudamericana. Este estudio se realizé en poblaciéon de
Huaral, cuya poblacion representa poblacion rural de este pais
(Mohanna S, 2007).

No se ha determinado aun si el HHV-8 puede ser transmitido por via
parenteral, se han llevado a cabo estudios de seroconversion en
receptores de unidades de sangre con serologia positiva para el
virus con resultados controversiales. La transmision podria
depender de la fraccidon sanguinea que es transfundida, por la
presencia de componentes celulares que son los que pueden
mantener viable al virus. Los que reciben transfusiones sanguineas,
sean transplantados o en general inmunsuprimidos son los que se

encuentran en riesgo de desarrollar complicaciones de la infeccion



por el HHV-8, que no ocasiona serias consecuencias en individuos
inmunocompetentes. Es asi que la transmision por via sanguinea
del HHV-8 es una posibilidad que debe ser considerada en paises
con alta endemicidad (Dollard SC, 2005; Hladik W, 2006).

El presente estudio tiene como objetivo determinar la
seroprevalencia del HHV-8 en donantes de sangre que acuden al
Servicio de Medicina Transfusional del Centro Médico Naval
“Cirujano Mayor Santiago Tavara”, ubicado en una zona urbana del

departamento de Lima.
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1. MARCO TEORICO

El Herpesvirus asociado a Sarcoma de Kaposi (KSHV), denominado
Virus Herpes Humano 8 (HHV-8), fue identificado en el afio 1994 de
las lesiones caracteristicas del Sarcoma de Kaposi (KS) que es una
de las enfermedades oportunistas caracteristicas asociadas al SIDA
(Chang Y, 1994). Existen cuatro variedades clinico-epidemiolégicas
de Sarcoma de Kaposi; el KS Clasico ocurre frecuentemente en
individuos de edad avanzada, los ndédulos se presentan en las
extremidades y el progreso es lento con raro compromiso de
organos internos; el SK Endémico o Africano se caracteriza por el
compromiso de nodulos linfaticos; el SK latrogénico se relaciona a
la inmunosupresién inducida por farmacos, aunque una reduccion o
detencion de la ingesta de éstos, frecuentemente lleva a la remision
de las lesiones; finalmente el SK Epidémico o asociado a SIDA es
una forma agresiva de la enfermedad, con una sobrevida de los
pacientes de soOlo semanas después de aparecido los sintomas

(Teo CG, 2006). Las células del huso, células caracteristicas y
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probablemente tumorales de esta neoplasia, son de origen
desconocido aunque podrian derivar de una célula precursora
multipotente de células hematopoyéticas y endoteliales; en las
lesiones tempranas del KS solo alrededor del 10% de las células de
huso y endoteliales son positivas para el HHV-8, esto sugiere que
mecanismos paracrinos estarian vinculados a la progresion de la
enfermedad, ya que en las lesiones nodulares mas tardias cerca del
90% de las células del huso contienen al virus sugiriendo que la
infeccion por él les proporciona una ventaja de crecimiento; al inicio
el SK es una hiperplasia policlonal que desarrolla hacia una
verdadera malignidad clonal a medida que la enfermedad progresa
(Jenner RG, 2002). EI HHV-8 no solamente esta asociado a SK
sino es un virus directamente asociado con desdrdenes
linfoproliferativos como la enfermedad Multicéntrica de Castleman y
el Linfoma de Efusion Primaria (PEL), ademas, el virus fue
identificado en linfomas solidos, frecuentemente extranodulares con
caracteristicas morfolégicas e inmunofenotipicas caracteristicas vy
similares a los del PEL, como también en otros desordenes
linfoproliferativos con presentaciones clinico-patologicas
heterogéneas (Du MQ, 2007).

La familia Herpesviridae esta subdividida en tres subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae, y Gammaherpesvirinae; a la
subfamilia de los Alphaherpesviruses pertenecen el Virus Herpes
Simple 1 (HHV-1), el Virus Herpes Simple 2 (HHV-2) y el Virus
Varicella-Zoster (HHV-3); a la subfamilia de los Betaherpesviruses
pertenecen el Citomegalovirus (HHV-5), el Virus Herpes Humano 6
(HHV-6) y el Virus Herpes Humano 7 (HHV-7); finalmente a la

subfamilia de los Gammaherpesviruses pertenecen dos géneros,
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los gamma-1 o Lymphocryptovirus (LCV), y los gamma-2 o
Rhadinovirus (RDV). El virus Epstein-Barr (HHV-4) es el unico LCV
y el HHV-8 es el unico RDV descubierto en humanos (Edelman DC,
2005).

El HHV-8 posee un nucleo central de ADN de doble hebra, el cual
es lineal en la capside viral pero al infectar a la célula hospedera y
liberarse de su capside, se circulariza (Renne R, 1996). Se
presume que los sitios de circularizacion del ADN del virus son las
regiones repetidas terminales ricas en G+C, que flanquean la region
codificante que son las 90 regiones abiertas de lectura (ORF)
identificadas, que han sido enumeradas de acuerdo a la
nomenclatura del Virus Herpes Saimiri (HVS), el otro Rhadinovirus
(Russo JJ, 1996). Las ORFs unicas para el HHV-8 fueron
enumeradas como K1-K15 aunque posteriormente se encontrd
homologos al K8 y K13, como también ORF unicos adicionales
(K4.1, K4.2, K8.1, K10.1, K10.5, K10.7, K11.1 y K14.1) que han sido
incluidos (Jenner RG, 2002). EI genoma del HHV-8 esta
conformado aproximadamente por 165 a 170 kb, el cual es
ligeramente mayor al del Virus Herpes Simple 1 de 153 kb, pero
significantemente menor al del Citomegalovirus que posee 230 kb;
el genoma se encuentra dentro de una capside icosahédrica de 12
pentonas y 150 hexonas interconectadas por 320 tripletes, los
componentes estructurales o capsdmeros se organizan con una
Triangulacibn de 16 en cada una de las veinte superficies
icosahédricas triangulares (Wu L, 2000). Para construir un
icosaedro a partir de proteinas se requiere de que al menos haya
tres proteinas en cada una de las veinte superficies, es decir ser

requeririan de al menos 60 subunidades en total (3x20), es por ello
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que la mayoria de los virus estan constituidos por un numero de
subunidades igual a un multiplo de 60 o a T veces 60, donde el
numero T (Triangulacién) indica el numero de subunidades en cada
una de las unidades icosahédricas asimétricas (Zlotnick A, 2004).
Entre la capside y la envoltura esta el tegumento, un material
proteico y amorfo cuyo espesor varia de acuerdo a su localizacion
en la célula y al tipo de herpesvirus; la envoltura es de apariencia
trilaminar derivado de las membranas celulares, posee abundantes
y cortas protrusiones glucoproteicas diferentes a las de otros virus
(Edelman DC, 2005).

El HHV-8 para establecer una infeccidon persistente en el
hospedero, adopta uno de sus dos programas geneéticos
alternativos, el programa latente le brinda una persistencia
relativamente estable e inmunolégicamente silenciosa, mientras que
el programa litico permite liberar viriones y poder ser transmitidos a
nuevos hospederos (Coscoy L, 2007). En la fase latente del virus,
la expresidn génica se restringe a genes que codifican proteinas
responsables de mantener el ADN viral, inmortalizar la célula y
contribuir a la resistencia del ataque inmunoldgico, es asi que la
expresion de estos genes puede promover el desarrollo de tumores;
en la fase litica del virus, la célula infectada que es productora de
virus usualmente muere, aunque la expresion de genes
antiapoptoéticos del virus prolonga la vida de estas células para
incrementar el numero de virus liberados al medio extracelular,
como consecuencia, los antigenos liticos pueden también promover
la formacién de tumores (Yarchoan R, 2006). En su fase latente el
HHV-8 se encuentra en el nucleo de la célula hospedera como un

episoma circular cerrado de ADN que es copiado por la maquinaria
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de replicacion de ADN del hospedero durante la division celular, asi,
durante la mitosis el antigeno nuclear latente (LANA-1) ancla el
ADN por sus secuencias repetidas terminales a la histona H1 de la
cromatina del hospedero. Los genes expresados en todas las
células infectadas son la ORF73 que codifica el LANA-1, la ORF72
que codifica la ciclina viral y la ORF71 que codifica el FLIP viral
(proteina inhibidora del dominio de muerte asociado a Fas). El
LANA-1 se une a la proteina del Retinoblastoma (pRB), a la p53 y
se vincula directamente a la expresidon geénica; la ciclina viral cumple
roles similares a las ciclinas del hospedero aunque no es posible
inactivarla por lo que fosforila a la pRB y a la Bcl-2 haciendo que
progrese la division celular y que se bloquee la apoptosis. La
ORF50 es el transactivador de la replicacién litica del HHV-8, cuyo
promotor esta altamente metilado en células infectadas con el virus
en su fase latente, codifica al RTA que es necesario y suficiente
para activar todo el ciclo litico, ademas es capaz de activar a su
propio promotor originando un incremento autocatalitico de
expresion (Jenner RG, 2002). Los micro ARNs (miRNAs) son una
clase de pequefios ARNs propuestos como reguladores post-
transcripcionales de la expresion génica, el pequefio tamano de los
precursores de los miRNA los hace potencialmente ideales para el
uso por los virus como inhibidores de las vias de defensa del
hospedero, el HHV-8 codifica un arreglo de 11 distintos miRNAs lo
que son expresados a niveles detectables en las células infectadas
con el virus en su fase latente (Cai X, 2005). La fase de replicacion
litica del HHV-8 tiene dos funciones fundamentales, produccion de
viriones y la inhibicion de la respuesta anti-viral del hospedero, la
mayoria de estos genes provienen de los genes del hospedero

cuyos productos actuan de forma no auténoma, afectando a las
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células vecinas o inhibiendo la sefalizacién intracelular (Jenner
RG, 2002). El principal mecanismo de evasion inmunitaria es el
estimular una respuesta dependiente de la subpoblacion CD4+ Th2,
ya que la subpoblacion de células CD4+ Th1 es fundamental para
llevar a cabo Optimas respuestas celulares contra patdégenos
intracelulares y respuestas inmunes antivirales, mientras que la
subpoblacion CD4+ Th2 promueve respuestas de inmunidad
humoral contra patégenos extracelulares; el incremento o estimulo
de una subpoblacion puede suprimir el desarrollo o actividad de la
otra, es por ello que el HHV-8 promueve respuestas dependientes
de células Th2 como mecanismo de evasion a expensas de las
células Th1. Entre los principales antigenos producidos en esta fase
se encuentran, los factores virales reguladores de los interferones
(vIRF1, VvIRF2, vIRF3), que inhiben la trascripcion de los
interferones de tipo |, IFNa e IFNB, que son inducidos directamente
por la infeccién viral de las células y representan la primera linea de
defensa contra virus de la inmunidad innata. Para protegerse del
ataque del complemento, la ORF4 del HHV-8 codifica proteinas
reguladoras solubles del complemento, denominadas proteinas de
control del complemento de HHV-8, con funcién similar a los
reguladores de la activacion del complemento de las células. La
ORFK3 y ORFK5 codifican dos proteinas denominadas
moduladoras del reconocimiento inmune (MIR 1 y MIR2), que
incrementan la endocitosis de las moléculas del MHC tipo | para ser
degradas, de esta forma se bloquea la presentacion de antigenos
(Rezaee SAR, 2006). La vIL6, codificada por la ORFK2, esta
involucrada en la regulaciéon de la hematopoyesis, inflamaciéon y
oncogénesis, la IL6 requiere de la IL-6R (receptor de IL-6) y la

gp130 como receptores en la superficie de la célula, la gp130 se
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encuentra en diferentes células y la requieren diferentes citocinas,
mientras que la IL-6R esta restringida a los hepatocitos y algunos
leucocitos, de esta forma se limita la accion de la IL6, pero la vIL6
no requiere de la expresion de la IL-6R en la superficie de la célula
sino puede hacerlo a través de la forma soluble del receptor y asi
unirse directamente. Existen otras proteinas de la fase litica del
HHV-8, las que no actuan solas sino en concierto con otras, para
asi lograr una infeccion, latencia, reactivacion y replicacion éptimas
(Coscoy L, 2007).

La infeccion causada por el HHV-8 es persistente, con
reactivaciones perioddicas durante las cuales el virus puede circular
en los leucocitos de sangre periférica y ser transmitido por
transfusidn sanguinea, si esto ocurre, hay un riesgo potencial de
desarrollar Sarcoma de Kaposi u otros desordenes
linfoproliferativos, si el receptor es inmunosuprimido (Blajchman
MA, 2006). Ademas, es posible que pueda haber susceptibilidad
genética al desarrollo de SK que combinado con la infeccion por el
HHV-8, inicie la patogénesis de la enfermedad, sin embargo, aun no
se han dado asociaciones significativas (Angeloni A, 2006). E| ADN
del HHV-8 ha sido amplificado a partir de células mononucleares de
sangre periférica de individuos VIH positivos, o que anticipa un
posible desarrollo de SK; el HHV-8 también puede ser demostrado
en otras células hematopoyéticas principalmente en el linfocito B
que aparentemente hospeda al virus en su fase latente (Corey L,
2002). Aun es controversial si el HHV-8 puede ser transmitido por
transfusion sanguinea; la transmisiéon de este virus por esta via
puede estar limitada a la naturaleza del virus de ser patdgeno

intracelular, pero se ha demostrado baja frecuencia del virus
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circulante en personas seropositivas asintomaticas, de todos modos
la transmisién por transfusion sanguinea es un posible riesgo que
debe ser considerado en paises con alta endemicidad (Hladik W,
2006). Algunas posibles medidas que pueden reducir el riesgo de
transmision del HHV-8 son la deteccion de anticuerpos contra él en
todos los donantes o en los donantes cuyas unidades estén
dirigidas a pacientes inmunocomprometidos, como también la
reduccién leucocitaria universal o reduccidn leucocitaria de
unidades de glébulos rojos y plaquetas destinadas a pacientes

inmunocomprometidos (Blajchman MA, 2006).

La seroprevalencia del HHV-8 no es uniforme en la poblacion
mundial, como es el caso de los otros virus herpes humanos sino
varia de acuerdo a la region geografica, encontrandose una
seroprevalencia en relacion inversa a la condicidon socioecondmica
(Mohanna S, 2005a). La deteccién de anticuerpos contra el HHV-8
es dependiente de las caracteristicas del ensayo usado, los
ensayos de inmunofluorescencia para deteccion de anticuerpos
contra antigenos latentes han demostrado no ser ideales para
determinar la seroprevalencia del HHV-8 por los bajos titulos de
anticuerpos reportados en personas infectadas asintomaticas, sin
embargo, los ensayos de inmunofluorescencia para la deteccion de
anticuerpos contra antigenos liticos han conseguido determinar
mayor numero de positivos (Hudnall S, 2004). La especificidad y la
sensibilidad de los ensayos, empleados hasta el momento, aun no
estan determinadas por la falta de una “prueba de oro” y una buena
caracterizacion de pacientes infectados y no infectados (Pellet PE,
2003).
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La poblacién con la mas alta seroprevalencia para el HHV-8 es la
de hombres homosexuales, que supera hasta por seis veces la
observada en individuos heterosexuales, por ello, se supone que de
alguna manera la transmision heterosexual es menos efectiva
(Martin JN, 2007). Por esta evidencia, se hipotetizé que el HHV-8
podia ser transmitido sexualmente, ademas, los comportamientos
sexuales asociados con la seropositividad para el HHV-8 incluyen el
numero de parejas sexuales, el numero de parejas con SK y parejas
sexuales infectadas por VIH, pero no se ha definido que practicas
sexuales serian de riesgo. Sin embargo, estudios en secreciones
genitales y mucosas para detectar al HHV-8 tanto en hombres como
en mujeres no ha definido consistentemente que la transmisién sea

por via genitourinaria (Corey L, 2002).

En el Peru, se ha determinado una incidencia de Sarcoma de
Kaposi de 2.54 por 10000 pacientes atendidos en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN), sin embargo, esta
cifra podria no estar representando la incidencia real de SK ya que
solo se consideran los casos atendidos en este nosocomio
(Mohanna S, 2005b). La presentacion clinica de sarcoma de
Kaposi clasico descrita en el Peru, de nédulos exofiticos y lesiones
erosionadas, es similar a la observada en Colombia la que a su vez
se asemeja a la encontrada en comunidades africanas (Mohanna
S, 2006). El unico reporte de seroprevalencia de anticuerpos contra
antigenos liticos del HHV-8 en donantes de sangre en el Peru,
llevado a cabo en Huaral, indica una seroprevalencia de 56.25%,
cifra que ha sido reportada en poblaciones africanas y en poblacion
amerindia en Sudamérica (Mohanna S, 2007). El reporte podria

estar representando la seroprevalencia de donantes de una zona
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rural del Peru, mientras que aun no se conoce la seroprevalencia en
una zona urbana, como Lima, en la que se concentra la mayor
cantidad de donantes, por este motivo, el objetivo de este estudio
es determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgG contra
antigenos liticos y latentes del HHV-8 en donantes de sangre que
acuden al Servicio de Medicina Transfusional del Centro Médico
Naval “Cirujano Mayor Santiago Tavara” que representaria el primer

estudio de seroprevalencia en poblacién urbana en el Peru.
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lll. MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio descriptivo retrospectivo de corte
transversal, se llevd a cabo en el Servicio de Medicina
Transfusional del Centro Médico Naval “Cirujano Mayor
Santiago Tavara”, ubicado en Av. Venezuela s/n Bellavista,
durante el periodo comprendido entre noviembre del 2007 y
marzo del 2008.

DISENO ESTADISTICO
2.1. Tamano de Muestra

Tamafio de muestra para estimar proporcion (Bejarano L,
2006):

22 *P(1-P)
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2.2,

Como porcentaje estimado de la muestra se tom6é como
referencia la seroprevalencia de 56.25% de anticuerpos
IgG contra antigenos liticos del HHV-8 en donantes de
sangre de Huaral (Mohanna S, 2007), con un nivel de
confianza de 95% y un error maximo aceptable de 5%. El
tamafno de muestra resultante (n=350) representa el

numero minimo de donantes a evaluarse.
Poblacion y Muestra

La poblacion en estudio la constituyen donantes de sangre
entre 18 y 55 afos de edad, de ambos sexos,
considerados aptos para la donacion luego de haberse
determinado su hematocrito y su grupo sanguineo, haber
sido pesados, entrevistados y no haber reportado conducta
sexual de riesgo, historia de infecciones, medicamentos,
entre otras condiciones que podrian resultar de riesgo para
el receptor de la unidad sanguinea, y en general los
donantes aptos presentaron un estado de salud 6ptimo al
momento de ser admitidos en el Servicio de Medicina
Transfusional del Centro Médico Naval “Cirujano Mayor

Santiago Tavara”.

La muestra la conformaron 350 donantes de sangre que
fueron todos los que acudieron al lugar de estudio entre
noviembre del 2007 y marzo del 2008. La edad, sexo, lugar
de nacimiento y procedencia de cada donante fue obtenida
de la Ficha de Entrevista: Seleccién del Postulante a
Donaciéon de Sangre (ANEXO 1) en el que a su vez el

donante firmé el Consentimiento Informado, en el que
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acepta que su sangre sea examinada para la presencia de
anticuerpos contra el Virus de Ila Inmunodeficiencia

Humana y otras enfermedades infecciosas.

MATERIALES

Los materiales utilizados para la deteccion de anticuerpos 1gG

contra antigenos liticos y latentes del HHV-8 fueron:

Tubos sin aditivo de 6mL.

Crioviales de 1.5mL.

Centrifuga de 5000rpm.
Congeladora a -20 °C.

Cabina de Flujo Laminar Tipo II.
Agitador.

Estufa a 37 °C.

Estufa a 37°C de CO..

Microscopio invertido.

Microscopio de fluorescencia.
Micropipetas simples y multicanales.
Puntas para micropipetas descartables.
Frascos de cultivo celular.

Laminas para inmunofluorescencia.

Los reactivos utilizados para la deteccion de anticuerpos 1gG

contra antigenos liticos y latentes del HHV-8 fueron:

= Anti-lgG humano policlonal de conejo conjugado con

Isotiocianato de Fluoresceina (Dako Denmark).

= Control Positivo: Pool de sueros positivos para anticuerpos

IgG contra antigenos liticos y latentes del HHV-8 de
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pacientes con Sarcoma de Kaposi Clasico, cuyos titulos de
anticuerpos contra cualquiera de los dos tipos de antigenos
del virus fueron superiores a 640.

= Control Negativo: Suero de neonatos negativos con madres
negativas para anticuerpos IgG contra antigenos liticos y
latentes del HHV-8.

La linea celular utillizada como sustrato para Ila
Inmunofluorescencia Indirecta fue la BCBL-1 (del inglés Body
Cavity Based Lymphoma), la que se encuentra infectada
unicamente con el HHV-8 que a condiciones 6ptimas del cultivo
celular se mantiene en su fase latente. El Cultivo celular fue
mantenido 37°C en RPMI 1640 suplementado con suero bovino

fetal al 10%, penicilina y estreptomicina (ANEXO 2).
METODOS
4.1. Coleccion y Procesamiento de Muestras

Las muestras de sangre obtenidas por puncién venosa, se
colectaron en tubos sin aditivo de 6mL, las que fueron
centrifugadas posteriormente a 3000rpm durante 5 minutos
para obtener el suero de cada una de ellas. El suero de
cada muestra fue transferido a 2 crioviales de 1.5mL cada
uno, uno de ellos fue conservado a -20°C hasta su uso
para la prueba de IFl para la deteccion de Anticuerpos
contra antigenos liticos y latentes del HHV-8 y el otro fue
utilizado para las pruebas sexologicas de rutina de los
Servicios de Medicina Transfusional Tipo Il del Peru (VIH,
HTLV, HCV, HBVc, HBVs Ag, Chagas y Sifilis).
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4.2. Induccion de la Replicacion Litica del HHV-8 en la linea
celular BCBL-1 (ANEXO 2)

La linea celular BCBL-1 expresa los antigenos de la fase
latente del HHV-8. El cultivo celular fue tratado con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) a una concentracion
final de 20ng/mL para inducir la replicacién viral y la
expresion de antigenos de su fase litica; ésta expresion es
maxima a las 96 horas de incubacion a 37°C con 5% de
CO, (Souza VAUF, 2004).

4.3. Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta para la
Determinacién de Anticuerpos contra Antigenos Liticos y
Latentes del HHV-8 (ANEXO 3)

4.3.1. Preparacion del Sustrato para la IFl

= Las células BCBL-1, expresando los antigenos
de la fase litica o latente del HHV-8, fueron
concentradas y lavadas tras 2 centrifugaciones
consecutivas a 1200rpm durante 5 minutos cada
una.

= Se resuspendieron las células en PBS hasta una
concentracion final del 10x10° células/mL.

= En cada pozo de las laminas para IF| se adiciond
10uL de suspension de células, se dejaron secar

y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.
4.3.2. Procedimiento de la Prueba de IFI

= Las laminas para inmunofluorescencia con el

sustrato, células BCBL-1, conservadas a -20°C
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4.3.3.

fueron fijadas en acetona a Ila misma
temperatura por 10 minutos, y luego secadas a
temperatura ambiente.

= El Diluyente fue PBS con 1% de leche
descremada. Todas las muestras y el Control
Negativo se diluyeron 1/40. El Control Positivo se
diluyé 1/40, 1/160, 1/640, 1/2560 y 1/10240.

= El Diluyente hidraté al sustrato adherido en las
laminas para IFI (células BCBL-1) durante 5
minutos y fue absorbido.

= Se adicion6 20uL de las diluciones de muestras y
controles a cada pozo. Se incubd a 25°C por 30
minutos y se lavo con PBS.

= El conjugado, Anti-lgG humano policlonal de
conejo conjugado con Isotiocianato de
Fluoresceina fue diluido 1/40 en azul de Evans, y
posteriormente se adiciond 20ul por cada pozo
de la lamina. Se mantuvo a 25°C en oscuridad
por 30 minutos, se lavd en PBS y se dejo secar
en oscuridad.

= Se adiciond glicerol tamponado y se cubrid la

lamina con un cubreobjetos.
Lectura e Interpretacion

La lectura se realizd en un Microscopio de
Fluorescencia con objetivo de 40x, considerandose
positivo las reacciones con las siguientes

caracteristicas:
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= |FA positiva para anticuerpos contra antigenos

latentes del HHV-8: Punteado nuclear
fluorescente en las células BCBL-1.

IFA positiva para anticuerpos contra antigenos
liticos del HHV-8: Fluorescencia en toda la célula
BCBL-1.

IFA negativas para anticuerpos contra antigenos
latentes o liticos del HHV-8: Células BCBL-1

opacas y de color rojo.

5. ANALISIS DE DATOS

5.1. Seroprevalencia

La seroprevalencia de anticuerpos IgG contra antigenos

liticos y latentes del HHV-8 en donantes de sangre que

acuden al Centro Médico Naval “Cirujano Mayor Santiago

Tavara” se estim6 mediante la formula (Daniel, 1996):

- n° positivos 100
n°total

5.2. Intervalo de Confianza

Se estimd mediante la siguiente formula (Daniel, 1996):

Donde:

ic=p+z P4
n

= p = Prevalencia
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= Q= 1-p
= Z = Nivel de Confianza (95%)

= N = Tamano muestral
5.3. Analisis de Variables

Se evaluo la asociacion de las variables edad y sexo con la
tasa de infeccion mediante la Prueba de Chi-cuadrado,

segun la férmula:

E.

1

: KFQ—&V}
X ¢c= -

i=1
Grado de libertad: gl = (F-1)(C-1)
Decision:

= Si:  x2c > x2t, entonces existe asociacion estadistica
significativa.
= x2c < x2t, entonces no existe asociacion estadistica

significativa.

Los datos recolectados fueron procesados y analizados en el

paquete estadistico SPSS 16 para Windows.
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IV. RESULTADOS

29



Se recolectaron muestras de suero de 350 donantes de sangre

admitidos en el Servicio de Medicina Transfusional del Centro

Médico Naval “Cirujano Mayor Santiago Tavara” entre Noviembre
del 2007 a Marzo del 2008, siendo 77.4% (Nmascuino=271) de sexo

masculino y 22.6% (Nsemenino=79) de sexo femenino, con edades que

fluctuan entre los 18 y 55 anos de edad, en cada grupo etareo

definido, predominé notablemente el numero de donantes de sexo

masculino en relacion con las donantes de sexo femenino (FIGURA

1).

FIGURA 1: Donantes admitidos segun Grupo Etareo y Sexo

entre Noviembre del 2007 a Marzo 2008, Servicio de Medicina
Transfusional CMN "CMST"
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos

Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al

CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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La media de las edades fue de 33.9, observandose una proporcion
de participantes semejante en cada grupo etareo definido (11.4%-
18.0%), en cada mes en que se realizd el estudio (FIGURA 2),
excepto el del grupo etareo con edad igual o menor a 19 afnos que
s6lo fueron 18 (5.1%) del total de participantes en el estudio
(FIGURA 1).

FIGURA 2: Donantes admitidos segun Grupo Etareo entre
Noviembre 2007 a Marzo 2008, Servicio de Medicina
Transfusional del CMN "CMST"
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Ademas, se puede apreciar que la proporcion de donantes militares
fue del 29.4% (103/350), y de civiles del 70.6% (247/350),
proporciones que no muestran variaciones significativas durante los

meses que abarco el estudio (FIGURA 3).

FIGURA 3: Donantes admitidos segun condicion de Civil o
Militar entre Noviembre 2007 a Marzo 2008, Servicio de
Medicina Transfusional del CMN "CMST"
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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En el presente estudio, se determin6 una seroprevalencia del 14.0%

(49/350), encontrandose presencia de anticuerpos contra antigenos

liticos y latentes al mismo tiempo, solo en el 3.7% (13/350) de los

donantes. La prueba que detectd mayor numero de casos positivos

fue el de Inmunofluorescencia Indirecta para la deteccion de

anticuerpos contra antigenos latentes del HHV-8 (TABLA 1).

TABLA 1: Comparacion de resultados obtenidos entre IFl para

deteccidn de Anticuerpos Anti-Antigenos Liticos y el de

deteccién de Anticuerpos Anti-Antigenos Latentes del HHV-8

Anticuerpos Anti-

Antigenos Liticos TOTAL
del HHV-8
Negativo | Positivo
Anticuerpos
Anti- Negativo 301 10 311
Antigenos
Latentes del | psitivo 26|13 (3.7%)| 39 (11.1%)
HHV-8
TOTAL 327 |23 (6.6%) 350

FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos

Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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En cuanto a seroprevalencia por grupo etareo, se observd una
mayor seroprevalencia (22.2%) entre donantes con edad igual o
mayor a 45 anos (TABLA 2).

TABLA 2: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra el HHV-8
segun Grupo Etareo

Grupo N2 de N2de  Seroprevalencia =IC
Etareo donantes  positivos % (95%)
<=19 18 1 5.6 10.97
20-24 58 9 15.5 9.43
25-29 55 ) 9.1 7.56
30-34 61 8 13.1 8.44
35-39 55 7 12.7 8.89
40-44 40 ) 12.5 10.42
>=45 63 14 22.2 10.23

TOTAL 350 49 14.0 3.64

FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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En cada grupo etareo la prueba que detectd mayor porcentaje de
positivos fue también el de Inmunofluorescencia Indirecta para la
deteccion de anticuerpos contra antigenos latentes, solo
encontrandose un mayor porcentaje con Inmunofluorescencia
Indirecta para la deteccion de anticuerpos contra antigenos liticos
en el grupo etareo con edad mayor o igual a 45 afios, aunque no

estadisticamente significativa (FIGURA 4).

FIGURA 4: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra
Antigenos Liticos y/o Latentes del HHV-8 segun Grupo Etareo
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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La seroprevalencia de anticuerpos IgG contra el HHV-8 en las
donantes de sexo femenino supero a la observada en los donantes
de sexo masculino, aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa (TABLA 3).

TABLA 3: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra el HHV-8
segun Sexo

N2 de
N2de Seroprevalencia =IC
Sexo donantes -
positivos % (95%)
muestreados

Femenino 79 13 16.5 8.28
Masculino 271 36 13.3 4.00
TOTAL 350 49 14.0 3.64

FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al

CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Tanto en donantes de sexo femenino como en donantes de sexo
masculino, la prueba que detectdé mayor porcentaje de positivos fue
el de Inmunofluorescencia Indirecta para la deteccion de

anticuerpos contra antigenos latentes (FIGURA 5).

FIGURA 5: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra
Antigenos Liticos y/o Latentes del HHV-8 segun Sexo
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Durante los meses que abarco el estudio, la seroprevalencia por
mes fue similar a la total, cada uno de ellos recae dentro del
intervalo de confianza (12.24%-15.75%) (FIGURA 6).

FIGURA 6: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra
Antigenos Liticos y/o Latentes del HHV-8 por mes, de
Noviembre 2007 a Marzo 2008
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Entre los donantes militares y civiles, no se observd diferencia
significativa en cuanto a la seroprevalencia encontrada en cada
grupo (FIGURA 7).

FIGURA 7: Seroprevalencia de Anticuerpos contra el HHV-8
segun condicién de Militar o Civil
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Con respecto al total de participantes en el estudio, el 67.4%
(236/350) fueron provenientes de la provincia de Lima, los que a su
vez constituyeron la mayor parte del numero de casos positivos
encontrados (35/350) (FIGURA 8).

FIGURA 8: Porcentaje de Participantes por Procedencia y
Porcentaje de Positivos con respecto al Total de Participantes
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FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Las seroprevalencias en ambos sexos y en cada grupo etareo, son
esencialmente las mismas, no encontrandose relacion
estadisticamente significativa entre la positividad para anticuerpos
contra antigenos liticos y/o latentes del HHV-8 y el sexo o la edad
del donante de sangre (a=0.05) (TABLA 4).

TABLA 4: Prueba de Independencia entre la Positividad para
Anticuerpos contra el HHV-8 y las Variables Sexo y Edad

Valor Chi-
Variables cuadrado P
Sexo 0.511 0.475
Edad 6.004 0.423

FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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Existe relacion estadisticamente significativa entre la positividad
para anticuerpos contra antigenos liticos del HHV-8 y los diferentes
grupos etareos (0=0.05), sin embargo, la positividad para
anticuerpos contra antigenos latentes del HHV-8 no es
estadisticamente diferente en cada uno de ellos (a=0.05) (TABLA
5).

TABLA 5: Prueba de Independencia entre Edad y la Positividad
para Anticuerpos contra Antigenos Latentes o Liticos del HHV-

8
: Valor Chi-
Variables o]
cuadrado
Anticuerpos contra antigenos
latentes del HHV-8 1.763 0.940
Anticuerpos contra antigenos
liticos del HHV-8 16.671 0.011

FUENTE: Seroprevalencia de Anticuerpos IgG contra Antigenos
Liticos y Latentes del HHV-8 en Donantes de Sangre que acuden al
CMN “CMST?”, Periodo Noviembre 2007 — Marzo 2008.
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V. DISCUSION

Desde que hubo evidencia de una posible transmisién del HHV-8
por transfusion sanguinea (Blackbourn DJ, 1997), se han llevado a
cabo muchos estudios epidemioldgicos en diferentes poblaciones,
quedando demostrado que la seroprevalencia varia de acuerdo a la
region geografica (Mohanna S, 2005a). El presente estudio es el
segundo estudio llevado a cabo en el Peru y el primero realizado en
donantes de sangre de zona urbana, la seroprevalencia de
anticuerpos contra antigenos liticos y/o latentes de 14.0% es
superior a los valores obtenidos en donantes de ciudades urbanas
de Argentina, Brasil y Chile cuyas seroprevalencias oscilan entre el
2-4% (Pérez C, 2004; Pérez C, 2006), ademas, es superior a los
valores obtenidos en estudios en poblacion en general (Souza
VAUF, 2004). El primer y unico estudio llevado a cabo en poblacion
de una zona rural del Peru, Huaral, reporté una seroprevalencia del
56.25% (Mohanna S, 2007) que iguala a los valores reportados en
poblacion amerindia sudamericana (Biggar R, 2000; Whitby D,
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2004) los que a su vez son elevados como los reportados en
poblacién africana. Es importante resaltar que a pesar de la alta
seroprevalencia del HHV-8 en poblacion amerindia sudamericana,
no se han reportado casos de Sarcoma de Kaposi, lo que sugiere la
presencia de cofactores necesarios para el desarrollo de éste o

predisposicién genética (Mohanna S, 2005a).

Los ensayos que usan como sustrato antigenos liticos del HHV-8
han demostrado ser mas utiles para detectar seropositivos que los
que usan antigenos latentes, aunque se pueden obtener falsos
positivos por reacciones cruzadas con otros herpesvirus (Corchero
JL, 2001), asi mismo, la inmunofluorescencia es mas sensible que
el enzimoinmunoensayo por los multiples antigenos presentes en la
célula BCBL-1 (Pau CP, 1998), y debido a que la respuesta inmune
para antigenos virales varia en gran medida entre individuos, es
decir, un ensayo basado en un solo antigeno carece de la
sensibilidad necesaria para ser util en tamizar grandes poblaciones
heterogéneas (Hudnall SD, 2003). Este estudio se basdé en
inmunofluorescencia indirecta, utilizando por separado como
sustratos antigenos liticos y latentes, obteniéndose 6.6% y 11.1%
como seroprevalencia respectivamente, lo que concluye que la
inmunofluorescencia para deteccion de anticuerpos contra
antigenos latentes, en esta poblacion, detect6 mayor cantidad de
seropositivos. La inmunofluorescencia para deteccion de
anticuerpos contra antigenos latentes ha sido mas eficaz, a
diferencia de muchos otros estudios, en detectar mas seropositivos
en poblacién amerindia de Brasil y Ecuador (Souza VAUF, 2007;
Whitby D, 2004). Sin embargo, la especificidad y sensibilidad real

de cada ensayo no esta aun definida por la falta de una “prueba de
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oro”, el considerar a pacientes con sarcoma de Kaposi como
verdaderos infectados conlleva a que se sobre-estime la
sensibilidad de los ensayos ya que estos pacientes presentan altos
titulos de anticuerpos contra el HHV-8 (Casper C, 2002). Otra
variacion metodoldgica proviene de lo incierto que resulta
determinar el titulo sérico para el tamizaje de anticuerpos contra el
HHV-8. Es asi que la falta de un método bien estandarizado y
validado para determinar la seroprevalencia del HHV-8 conlleva a
un considerable variabilidad en las seroprevalencias reportadas en
diferentes poblaciones, como también el sustrato que se utiliza para
cada ensayo (Hudnall SD 2003). Como alternativa a la ausencia de
un “patrén de oro” se han utilizado patrones seudo-oro derivados de
consenso y analisis de clase latente en los que se utiliza como
verdaderos negativos a individuos con bajo riesgo de infeccion vy
como verdaderos positivos a individuos con alto riesgo de infeccion
(Pellett PE, 2003; Nascimento MC, 2007).

La seroprevalencia tiende a aumentar en forma directamente
proporcional a la edad (Freitas RB, 2002), encontrandose en este
estudio un pico notable en el grupo etareo 245 afios, también sélo
en ellos se detectd mayor numero de casos positivos con IFI para
anticuerpos contra antigenos liticos, del mismo modo la positividad
para estos anticuerpos ha tenido relaciéon estadisticamente

significativa con la edad.

Aun no se ha concluido si el HHV-8 puede ser transmitido por via
parenteral, se detecté casos de presencia de ADN del HHV-8 en
donantes seropositivos (Enbom M, 2002), como también en otro
estudio no se detectdé ADN en ninguno de los donantes

seropositivos (Pellett PE, 2003). La viremia es intermitente inclusive
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en pacientes con Sarcoma de Kaposi (Pierrotti LC, 2000), lo que
podria estar condicionando los reportes obtenidos. En estudios de
seroconversion se determind una probabilidad del 0.7% a 4.1% que
tiene un receptor seronegativo para el HHV-8, de seroconvertir
luego de recibir una unidad sanguinea seropositiva para el virus
(Dollard SC, 2005; Hladik W, 2006), esta seroconversién esta
condicionado a la fraccién de sangre recibida, siendo las fracciones
de sangre con componentes celulares los que pueden representar
un riesgo significativo. Los estudios de seroconversion han definido
como unidad positiva para el HHV-8 los que presentaron
anticuerpos contra é, lo que no implica la presencia del virus, asi

como la ausencia de anticuerpos no implica su ausencia.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La transmisién del HHV-8 por transfusion sanguinea aun no puede
ser completamente descartada, mas aun en paises con alta
endemicidad y, hasta el momento, el Peru parece tener esta

caracteristica.

El Peru se caracteriza por poseer diferentes grupos étnicos y asi
diferentes costumbres que podrian estar vinculadas a una alta
transmision del virus, por lo tanto, es importante evaluar la
seroprevalencia en diferentes grupos étnicos y a su vez asociarlo a

caracteristicas y costumbres propias de cada una.

Es importante que se determine la presencia de anticuerpos por
mas de un metodo con el objetivo de mejorar la sensibilidad de

deteccion de infeccion.

La presencia de anticuerpos contra antigenos liticos o latentes debe

ser evaluada junto con las caracteristicas de la poblacion en estudio
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y de esta forma se podria determinar que caracteriza a las

poblaciones que las presentan y a las que no.

Determinar la  seroprevalencia es un importante dato
epidemioldgico, sin embargo, es necesario determinar la presencia
del ADN del HHV-8 para poderlo vincular directamente a una

posible transmisidn por transfusion sanguinea.

El estudio de seroconversion de receptores de unidades positivas
para el HHV-8 debe ser evaluada considerando la positividad del

ADN del virus en cada unidad.
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VIll. ANEXOS
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ANEXO 1

FICHA DE ENTREVISTA: SELECCION DEL POSTULANTE A
DONACION DE SANGRE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
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55-132 (EMI.Ago.2007)

DHRECOION DE BALUD ¥ CENTRO MEDICO NAVAL
SELECCION DEL POSTULANTE A DONACION DE SANGRE

Grupa sanguinea: A M S SATYVGN | Codigo de Postuleante: [T T T T T 1
Fachw | | 1] JI° 171 CodgadeDonente: [ 1 | 1 | 1 |
Tipo de donacion: [Jvoluntaria [ ]  Reposicién [C] Remunerada [CAutsioge
1. DATOS PERSONALES: :
Nombre: e i e =
Categaria Mitar ( ) Ciil{ ) Eatado Civil: [5d1] Vi) [Eon_]
Ocupacidn: Lugar y fecha de Nacimiento:
Lugar de procedencia: | Domicilic.
Centro de trabejo: | Tesbtono cass: Celuiar
|DNITCIP, — [E-max
lmmmnmnnmm '
._J.Ha donado sangre aiguna ver? ()[No()
i sangre en los Uilimos tres meses? 8i Mo ()
4Se puso nervicsa cuanda dond sangm? IS ) |No{ )
4 4 Cusindo fus Ia Gitima regia?
5. jCusintcs diss menstmia?
6. Ensu mensiruacitn, el sangrada es: abundante ( ) moderado { ) escaso ()
i Sif ) |Nof{ )
Facha del Offimo parta: -
) Esth dando de lactar? ' SI{)|No{ )
10. j Ha sido an bos GRimos sels meses? Sif ) [No( )
1. J.Dumhﬁm"s = VIR
12, 4 Ha recibido de o tgjidos? Hace gue tempo {)[Ne{)
13. 4 Ha sido latuado, se ha sometido a puncién de piel para aretes, adofnos, acupuntura o he usado drogas legales? A )iNo()
14. ; Cué medicina aclualmenta? ; For qué?
154 Hs tenido o tiens siguns (s) de estas enfermadades o molestias?
Hegatiis |Chagas (Rp) 'ﬂl_w_-rm—laulw_ﬂ.___
Tuberculosis (5a) Barlonelosis [Diabetes (Rp) Fiebre Amariia |
Fisbre Tioidea Cardicpatias (Rp) Asma [Amebiasis (1a)
Fiebre (3a) %&M [Mananucieosis
Paludismo o Hemomagias de '
T soken
17._;Ha viajado a zona Si( )|Na{)
18. ; Consume usted Si(}|No{) |
19. ; Ha recibido — Si{ ) [Nof )
20, ; Vimjo fusra del pais en los Gitimes afios? Si( ) |No{)
21. mwehmmwmwaw
Homossxus! M Promiscua (| mt: No() Ofo:
22 Con culntas ¢ > sesal en Ios limos tres anos? Si( ) |No{
b SIDA o '":Iﬁ_;j* e pare SI0A, pogitva? =z ; - — & [No(
.4 Ll m .-|ITI|- £ —II-_"W_ = - Ly -- ht
25 Ha tomado medicamentos para Peoriasis tales como Elretinato (Tegisdn) en ios Gifimos 3 afics? Si( ) INo{
26. ofrecido dinero o drogas & aiguna parsona para tensr sexo con Ud,, an ko Gitimos 12 meses? Si{ ) |Nai)
@l g g si()[No()
Si{ ) |Nof{ )
[Si{ ) [No{ )
Bi()|MNetl)
S7( 3 [No
Si{ ) |Na
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ANEXO 2
CULTIVO DE LA LIiNEA CELULAR BCBL-1
INTRODUCCION

El HHV-8 ha sido detectado en dos categorias distintivas de
proliferaciones linfoides, denominadas Linfoma de Efusion Primaria
(PEL) y Enfermedad Multicéntrica de Castleman. EI PEL es un
grupo caracteristico de Linfomas no-Hodgkin de células B que
presentan caracteristicas clinicas, morfologicas, inmunofenotipicas
y moleculares que lo distinguen de otros linfomas relacionados al
SIDA. Se presenta en cavidades corporales como la cavidad
pleural, pericardica y/o abdominal a manera de efusiones
linfomatosas, usualmente en ausencia de alguna masa tumoral
identificable durante su curso clinico, por ello se denomina PEL o
Linfoma en Cavidad Corporal (del inglés Body Cavity Based
Lymphoma) (Cesarman E, 1995).

A partir de este linfoma se distinguen dos lineas celulares: BC-1 que

esta infectada tanto por el HHV-8 y el Virus Epstein-Barr (EBV) y la
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BCBL-1 que esta infectada unicamente por el HHV-8 (Yu Y, 1999).
La linea celular BCBL-1 hospeda al HHV-8 en su fase latente, la
infeccion se debe llevar a cabo en la fase de adherencia celular, en
la que los receptores para este virus: integrina a31 y sulfato de
heparina, son expresados en niveles mas elevados en la célula
(Teo CG, 2006). La reactivacion del HHV-8 es inducida in vitro por
esteres de forbol como el TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato), citocinas solubles y coinfeccion con otros agentes virales,
asi se generan nuevas particulas virales, esto corresponde a la fase
litica del virus (Corey L, 2002).

MATERIALES

= Cabina de Flujo Laminar Tipo IlI.

= Estufa a 37°C de CO..

= Microscopio invertido.

» Frascos de cultivo celular.

= RPMI 1640

= Suero Bovino Fetal

= 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)

PROCEDIMIENTO

1. El Cultivo celular fue mantenido 37°C con 5% de CO, en RPMI
1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina y
estreptomicina en frascos de cultivo celular.

2. Cada 3 ¢ 4 dias, el contenido de cada frasco fue dividido en dos
frascos de cultivo a los que se les adiciond RPMI 1640 y suero

bovino fetal al 10%, con el fin de incrementar la poblacién celular.
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3. La viabilidad de las células en el cultivo fue evaluada
adicionando un volumen de suspension del cultivo con un
volumen igual de Azul de Trypan, para luego realizar un recuento
en camara de Neubauer.

4. En microscopio invertido, se evalua si las células BCBL-1 tienen
una activa division celular o si esta siendo limitada.

5. La linea celular BCBL-1 fue tratada con 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA) a una concentracion final de 20ng/mL.

6. Se incubd a 37°C con 5% de CO, por 96 horas, protegido de la
luz (Souza VAUF, 2004).

RESULTADOS

Los cultivos celulares se observaron bajo un Microscopio Invertido,

principalmente para observar la replicacion celular.
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Las células no viables y sin Las células viables y con elevada

division celular activa se taza de division celular se
observaron opacas, oscuras y encontraban en racimos y eran
aisladas. claras a la luz.
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ANEXO 3

PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA LA
DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS LITICOS
Y LATENTES DEL HHV-8

(Pierrotti LC, 2000; Souza VAUF, 2004)
MATERIALES

= Centrifuga de 5000rpm.

= Congeladora a -20 °C.

= Cabina de Flujo Laminar Tipo II.

= Estufa a 37 °C.

= Agitador.

= Microscopio de fluorescencia.

= Micropipetas simples y multicanales.

= Puntas para micropipetas descartables.

= Laminas para inmunofluorescencia.
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PROCEDIMIENTO
Preparacion del Sustrato para la IFl

1. Las células BCBL-1 infectadas con el HHV-8, en fase latente o
fase litica, fueron utilizadas como sustrato en la
Inmunofluorescencia Indirecta, ya que poseen los antigenos de
una u otra fase que serviran de anclaje para los anticuerpos a ser
detectados.

2. Las células BCBL-1 fueron concentradas mediante dos
centrifugaciones consecutivas a 1200rpm durante 5 minutos
cada una a temperatura ambiente, para la segunda
centrifugacion se resuspendieron las células con PBS.

3. Se decant6 todo el sobrenadante y se obtuvo un concentrado de
células BCBL-1 como sedimento, con ayuda de un contador de
células para ir verificando la concentracion celular, se llevo la
suspension a una concentracion final de 10x10° células/mL de
PBS.

4. En cada pozo de una lamina para inmunofluorescencia se

adicion6 10uL de suspension de células, las que posteriormente
se dejaron secar en una cabina de flujo encendido durante una

hora.
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5. Las laminas con el sustrato fueron mantenidas a -20°C hasta su

uso.
Prueba de IFI

La inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de anticuerpos
contra antigenos liticos y latentes del HHV-8 fue llevada a cabo bajo

el mismo procedimiento.

1. Las laminas para inmunofluorescencia con el sustrato, células
BCBL-1, conservadas a -20°C fueron fijadas en acetona a la
misma temperatura por 10 minutos, y luego secadas a
temperatura ambiente.

2. Como diluyente de las muestras de sueros y del control se utilizd
leche descremada al 1%, pudiendo haberse utilizado
alternativamente suero bovino fetal al 3%.

3. El control positivo fue evaluado a las diluciones de 1/40, 1/160,
1/640, 1/2560 y 1/10240. Cada muestra de suero sélo fue
evaluada a la dilucién de 1/40 al igual que el Control Negativo.

4. Se adicion6 20uL de leche descremada al 1% a cada pozo de la
lamina para inmunofluorescencia conteniendo las células BCBL-
1 fijadas, con el fin de hidratar a las células y bloquear los sitios
inespecificos, siendo aspirada luego de 10 minutos.

5. Se adicioné6 20uL de las muestras de suero diluidas y los
controles a cada pozo de las laminas y se mantuvieron a 25°C
por 30 minutos, luego se lavaron en PBS y se dejaron secar.

6. El conjugado, Anti-IgG humano policlonal de conejo conjugado
con lIsotiocianato de Fluoresceina (Dako Denmark), fue diluido
1/40 en azul de Evans, y posteriormente se adiciond 20ul por

cada pozo de la lamina. Se mantuvo a 25°C en oscuridad por 30
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minutos y luego fue lavado en PBS, dejandolo secar en

oscuridad posteriormente.

7. Se adicion6 glicerol tamponado y se cubrid la lamina con un
cubreobjetos.
8. La lectura se realizé6 en un Microscopio de Fluorescencia con

objetivo de 40x.

RESULTADOS

= |FA positiva para anticuerpos contra antigenos latentes del HHV-
8: Punteado nuclear fluorescente en las células BCBL-1.
= |FA positiva para anticuerpos contra antigenos liticos del HHV-8:

Fluorescencia en toda la célula BCBL-1.
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» |FA negativas para anticuerpos contra antigenos latentes o liticos

del HHV-8: Células BCBL-1 de color rojo y opaco.

Positivo para anticuerpos contra  Positivo para anticuerpos contra

antigenos liticos del HHV-8 antigenos latentes del HHV-8

Fluorescencia total de la célula Punteado nuclear fluorescente
BCBL-1 en la células BCBL-1
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