
1W6

RESUMEN

Palabras claves: Sida, Sarcoma de Kaposi, Virus Herpes tipo 8, Prueba de PCR

ABSTRACT

Clue Words: Aids, Kaposi's Sarcoma, Herpes Virus type 8, PCR Test.

DETECCION DEL VIRUS HERPES TIPO 8 MEDIANTE LA PRUEBA DE PCR EN MUESTRAS DE SARCOMA DE 
KAPOSI DE PACIENTES VIH POSITIVOS DE LA ESE HOSPITAL SIMON BOLIVAR DE LA CIUDAD DE BOGOTA
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Aim The aim of this study is to determine the presence of the VHH-8 in Kaposi's Sarcoma in patients HIV positive of 
the ESE Simon Bolivar Hospital of Bogota.
Method: A transversal descriptive study was carried out in 25 blocks of paraffin study samples diagnosed with 
Kaposi's Sarcoma in HIV positive patients
of the ESE Simon Bolivar Hospital of Bogota. These were analyzed in a virology lab of the University El Bosque using a 
PCR test determining the presence or absence of 
the herpes virus type 8 ( VHH-8).
Results: Of the 25 samples of HIV positive patients with Kaposi's Sarcoma included in this study, the average age was 
36.32 +/- 6.12 years old ( range of 27 to 48 years ). The sexual preference is significantly associated to the 
socioeconomic status.
The most affected area is mouth and extremities. In the oral cavity the most common place was hard palate, followed 
by tongue, soft palate and lips.
Conclusions: The sociodemographic factors studied were significant for this study.
The patients with herpes virus type 8 have a lower load level than those without the virus. The herpes virus type 8 was 
present in 48% (12) of the patients with Kaposi's 
Sarcoma.

Objetivo determinar la presencia del VHH-8 en muestras de Sarcoma de Kaposi de pacientes VIH positives del 
hospital Simon Bolivar de Bogota
Metodo se realize un estudio descriptivo transversal, tomando como poblacion objeto 25 muestras en bloque de 
parafina con diagnostico de Sarcoma de Kaposi de pacientes VIH positives del Hospital Simon Bolivar de la ciudad de 
Bogota; las cuales fueron analizadas en el laboratorio de virologica de la universidad el Bosque mediante la prueba de 
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) determinando la presencia o ausencia del virus herpes tipo 8 (VHH-8).
Resultados De las 25 muestras de pacientes VIH positives con Sarcoma de Kaposi incluidos en el estudio la edad 
promedio de los pacientes 36.32 +/- 6.12 ahos, (rango de 27a 48 ahos). La preferencia sexual se asocia 
significativamente al estrato socioeconomico.
El sitio comunmente mas afectado es Boca y extremidades en los pacientes, en cavidad oral el sitio predominante era 
paladar duro, seguido de la lengua, paladar blando, labios.
Conclusion Los factores sociodemograficos estudiados de los pacientes de ESE Hospital Simon Bolivar de la ciudad 
de Bogota fueron significativos para el estudio. Los pacientes con virus herpes tipo 8 tienen un nivel de carga mas bajo 
que quienes no Io presentan. Se presenta el virus herpes 8 en el 48% (12) de los pacientes con sarcoma de Kaposi.
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Aproximadamente un 90% de todos los 
hombres VIH positivos homosexuales o 
bisexuales estan infectados con el Virus 
Herpes Asociado al Sarcoma (VHSK), 
mientras que solo el 3% VIH positivos 
receptores de transfusiones o hemofilicos 
tienen el virus, en Io respecta a las mujeres 
heterosexuales CIH positivos solo el 4% 
estan infectadas con VHSK.

Esta investigacion tiene como objetivo 
determinar la presencia del VHH-8 en 
muestras de Sarcoma de Kaposi de 
pacientes VIH positivos de la ESE Hospital 
Simon Bolivar de Bogota y se realize con el 
fin de aportar evidencia a la asociacion del 
VHH-8 con la etiologia del Sarcoma de 
Kaposi en muestras de Sarcoma de Kaposi 
de pacientes VIH positivos de la ESE 
Hospital Simon Bolivar de Bogota, dicha 
presento interes en emprender una linea de 
investigacion en Colombia.

El Sarcoma de Kaposi (SK) es la neoplasia 
mas comun en los individuos infectados por 
el virus de inmunodeficiencia humana 
(VIH).

Se presenta frecuentemente lesiones 
orales en el paladar que es le sitio mas 
comun, pero tambten se presenta en la 
encia, lengua y orofaringe; usualmente es 
asintomatico, pueden dificultar el habla y la 
deglucion.

Durante mucho tiempo el Sarcoma de 
Kaposi ha sido objeto de estudio de 
diversos grupos europeos, en estas 
investigaciones se ha asociado el virus tipo 
8 (VHH-8) con el Sarcoma de Kaposi.
En Colombia aun no se ha realizado 
estudios que apoyen dicha teoria, por esta 
razon cabe preguntar ^Esta el virus herpes 
tipo 8 (VHH-8) en muestras de Sarcoma de 
Kaposi de pacientes con inmunodeficiencia 
adquirida de la ESE Hospital Simon Bolivar 
de la ciudad de Bogota?

Se realizo un estudio descriptivo 
transversal. El objeto de estudio fue la 
relation del VHH-8 con el Sarcoma de 
Kaposi. Se tomo como poblacion 25 
muestras en bloque parafina con 
diagnostico de Sarcoma de Kaposi de 
pacientes VIH positivos de la ESE Hospital 
Simon Bolivar de Bogota en periodos 
comprendidos entre 2004-2006.

Esta neoplasia se presenta en cuatro 
estadios de la enfermedad. ESTADIO I 
forma cutanea limitada (menos de 10 
lesiones o afeccion de un area anatomica). 
ESTADIO II forma cutanea diseminada 
(mas de 10 lesiones o afeccion de un area 
anatomica). ESTADIO III afeccion 
unicamente visceral. ESTADIO IV afeccion 
cutanea y visceral o afeccion pulmonar; los 
ESTADIOS III y IV presenta hemorragias 
internas/2)

Teniendo en cuenta como criterio de 
inclusion muestras en bloque con 
diagnostico de Sarcoma de Kaposi de 
pacientes VIH, homosexuales y bisexuales 
mayores de edad que reciben tratamiento 
en la ESE Hospital Simon Bolivar de 
Bogota, los criterios de exclusion fueron 
muestras con diagnostico diferente a 
Sarcoma de Kaposi y menores de edad. 
Las variables estudiadas fueron edad, 
estado civil, estrato socioeconomico, 
preferencia sexual, presencia del virus 
herpes tipo 8, localization de la lesion, 
numero de lesiones, estadio de la 
enfermedad.

Su clasificacion se da en cuatro formas 
SARCOMA CLASICO, caracterizado por 
una manifestation lenta sobre piernas o 
piel, en hombres entre la quinta y septima 
decada de vida con descendencia italiana 
(mediterraneo). SARCOMA AFRICANO, no 
se encuentra al VIH, se presenta como una 
neoplasia endemica en pacientes menores 
de 25 anos. SARCOMA DE
TRANSPLANTE, se presenta en algunos 
pacientes que reciben terapia
inmunosupresora con fSrmacos previa a 
transplante de organos para prevenir el 
rechazo de los mismos. SARCOMA 
ASOCIADO AL SI DA, epidtinico se 
presenta como la principal causa de 
mortalidad en las personas VIH positivas. 
La mayoria de pacientes fallece a causa de 
las complicaciones infecciosas oportunistas 
del SIDA y no por las consecuencias 
directas de SK.(2)

El Sarcoma de Kaposi es un tumor vascular 
de piel y otros drganos; se presenta en 
forma de maculas, placas y nodulos de 
color rojo, purpura a pardo azul.(1)



PURIFICACION DE ADN

PRECIPITACION DEL ADN

SELECCION DE LOS PRIMERS

(4)Molecular.

EXTRACCION DE DNA

Se asistio a consulta dermatologia, se 
revise el registro de patologia del cual se 
saco la informacion de los 25 pacientes a 
los cuales se les habia realizado la biopsia 
la cual arrojo un diagnostico SK.

El Hospital Simon Bolivar Empresa Social 
del Estado ESE presta servicios de III y IV 
Nivel logrando un alto nivel de desarrollo 
tecnico y cientifico en sus diferentes 
servicios asistenciales; Dentro de los logros 
mas significativos esta el fortalecimiento del 
proyecto de diagnostico de VIH/SIDA, del 
que es institucion lider en Bogota.

Se realize previo informe en la ESE 
Hospital Simon Bolivar de Bogota, se 
presento el protocolo de proyecto de 
investigacion, el cual fue evaluado por el 
comite de investigaciones cientificas y 6tica 
del hospital y por medio del acta N° 23 fue 
aprobado.

Se adiciono 1 ml de xilol, se mezclo por 
inversion e incubo a 55 °C por 15 minutos. 
se Ilev6 centrifugar a 14000 rpm durante 5 
minutos y se descarto el sobrenadante 
repitiendo el procedimiento, luego se 
adiciono etanol al 100% 90% 80% y 70% e 
incubo por 15 minutos a 55°C para 
centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos y

descartar posteriormente el sobrenadante 
(se repitio este proceso entre cada 
porcentaje de Etanol), se seco el pellet al 
aire por 15 minutos y se adiciono 1 mg/ml 
de proteinasa K en 500 ^l buffer de 
digestion. Se incubo toda la noche en 
agitacion a 55°C con proteinasa K (1 
mg/ml) se repitio este paso hasta obtener 
una solucion acuosa, de color transparente.

Se radicaron dos oficios uno para solicitud 
de muestras en bloque de parafma las 
cuales estaban almacenadas en una 
bodega, rotuladas por fecha de realizacion 
de la biopsia, en el laboratorio de patologia 
del Hospital; y el otro oficio dirigido a la 
coordinacion de archives para la revision 
de historias clinicas, las cuales coincidian 
con los numeros de registro de los bloques 
de parafina, dichas historias fueron 
revisadas y la informacibn de cada paciente 
fue consignada en el instrumento de 
recoleccion de datos clinicos.

Los 25 bloques de parafina fueron llevados 
al laboratorio de virologica de la 
universidad de El Bosque de Bogota, los 
cuales fueron desparafinados con el fin 
obtener solo la muestra del SK siguiendo 
un protocolo para la extraccion de DNA en 
bloques de parafina.(3) Tomando dos 
secciones de 15 ^m a partir de bloques 
parafinados por medio de un mierbtomo y 
se colocaron en un tubo de 1.5 ml.

Se agregaron 3 volumenes de etanol al 
100 % (Frio) a la solucion de reaccion y 
1/10 de Acetato de Sodio 3 M al volumen 
final de la solucion, para mezclar por 
vortex e Incubar por 1 hora a - 70°. Se 
centrifuge a 14000 rpm por 15 minutos y 
posteriormente descartar el sobrenadante 
se lavo con 500 jil de etanol al 70%. Y 
centrifugo a 14000 rpm por 10 minutos 
nuevamente se Descarto el sobrenadante y 
se dej6 secar completamente se 
resuspendio en -50 p.l en agua grado I 
estbril y se almacenb a - 20 °C.

Se adiciono un volumen igual de 
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico 
(25:24:1) a la solucion acuosa obtenida por 
digestion con proteinasa K. para 
Centrifugar a 6500 rpm por 10 minutos. Y 
remover la fase acuosa a un tubo de 1.5 ml 
nuevo y esteril.

Una vez el ADN se encuentra puro y en 
condiciones de procesar, se realiza el 
diseno y selection de los primers, se tomo 
como referencia una publication de 
sociedad Americana de Investigaciones de 
patologia y la asociacion de patologia 

en donde 31 muestras de 
DNA fueron recuperadas del banco del 
laboratorio molecular de patologia, 
departamento de DNA de patologia, 
universidad medica de Weill de la 
universidad de Cornell, en dicha

de 
DNA de 

medica de Weill 
de Cornell, en 

publication se realizaron pruebas de PCR 
para detectar VHH-8 en muestras de 
Sarcoma de Kaposi mediante la utilization 
de diferentes Primers con el fin de 
seleccionar y unificar los primers mas 
confiables en la detection del VHH-8 estos



Fig 1. Equipo de electroforesis.
PRUEBA DE PCR

La PCR se realiza en tres fases.

Una vez obtenido y purificado el DNA de 
cada muestra de Sarcoma de Kaposi y 
seleccionados los PRIMERS se realizaron 
dos pruebas de Reaccion en Cadena de 
Polimerasa (PCR) una para la enzima 
GAPDH que participa en el metabolismo de 
la glucosa en todas las celulas humanas y 
se utiliza como prueba de control para 
determinar las condiciones del DNA que se 
extrajo de cada muestra y de esta manera 
poder realizar la prueba de PCR especifica 
para determinar la presencia o ausencia del 
virus la cual hace uso de los PRIMERS 
seleccionados.

mover^n mejor, mas rapidamente. Asi, las 
mas pequenas avanzaran mas y las mas 
grandes quedaran cerca del lugar de 
partida.

Fig. 2 Siembra de los pozos en el gel de 
agarosa al 2%

Una vez el tiempo requerido se cumple se 
procede a hacer la lectura de los resultados 
colocando el gel de agarosa en una planta 
de luz ultravioleta

Entre las muestras se coloca una negativa 
como control para garantizar la 
confiabilidad de la prueba esta muestra 
negativa se localiza en el pozo cinco de 
cada prueba, se conecta la maquina de 
electroforesis se deja correr durante 1 bora 
a 80 Voltios.

fueron ORF-26in que amplia secuencias de 
ADN de 136 pares de bases (pb) y 
ORFK9-3 que amplia secuencias de 184 
Pb.

En cada pozo se sembro 10 microlitos de 
ADN, 2 microlitros de buffer 6X (el cual da 
peso molecular a la solucion y tiene 
colorante) y un marcador de peso 
molecular.

FASE I La PCR maneja dos 
oligonucleoitidos sinteticos entre ellos 
“Primers” que actuan como cebadores en 
sintesis in Vitro del DNA a altas 
temperaturas se crea la Tag Polimerasa 
que es la enzima catalizadora.
FASE II Desnaturalizacidn, el ADN se debe 
obtener en cadena sencilia y romper los 
puentes de hidrogeno, esto se consigue 
mediante la elevacidn de la temperatura 
entre 90° - 95°C.
FASE III Hibridacibn, ya en esta fase se 
disminuye la temperatura entre 40° a 60°C 
permitiendo la union de los primers. 
Finalmente los nuclebtidos se incorporan al 
extremo de la cadena utilizando el molde 
del ADN previamente desnaturalizado, 
llevando a temperaturas de 72°C en donde 
la Tag Polimerasa alcanza su maxima 
actividad.

Despues de realizar cada una de las 
pruebas, los resultados deben ser 
analizados por electroforesis que es una 
tecnica para la separacion de moleculas 
(proteinas o acidos nucleicos) sobre la 
base de su tamano molecular y carga 
electrica, para la separacibn se usa un gel 
de agarosa al 2%. Al poner la mezcla de 
moleculas y aplicar un campo electrico, 
estas se moveran y deberan ir pasando por 
la malla, por la que las pequenas se



Fig. 3 Lectura en luz ultraviolets.
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Fig. 4 Lectura de la prueba de control 
GAPDH

Para la lectura de la PCR especifica se 
sembraron dos pozos por cada muestra, el 
primer pozo hace referenda a la prueba 
con el Primer ORF26-in y el segundo para 
el ORF9-3.
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Una vez obtenidos los resultados de 
laboratorio de cada muestra se procedio al 
diligenciamiento del instrumento de 
recolecdon de datos de laboratorio.
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El 96% de los pacientes son solteros y solo 
el 4% viudos.

GRAFICO1: ESTRATO
SOCIOECONOMICO DE LOS PACIENTES
CON SARCOMA DE KAPOSI VIH 
POSITIVOS DE LA ESE HOSPITAL 
SIMON BOLIVAR DE BOGOTA

El estrato predominante es el 2 con el 60% 
de los pacientes, seguido del 3 por el 24% 
y el 1 con el 16%.

GRAFICO 3: ESTADIO DE LA 
ENFERMEDAD DE LOS PACIENTES CON 
SARCOMA DE KAPOSI VIH POSITIVOS 
DE LA ESE HOSPITAL SIMON BOLIVAR 
DE BOGOTA

El estadio de la enfermedad en el 40% de 
los pacientes es III, es IV en el 36% de 
ellos y II en el 16%, solo en el 8% e estadio 
estadio es I.

GRAFICO 4 TENDENCIA SEXUAL DE 
LOS PACIENTES CON SARCOMA DE 
KAPOSI VIH POSITIVOS DE LA ESE 
HOSPITAL SIMON BOLIVAR DE BOGOTA

En promedio los pacientes tienen 3.72 
lesiones, las cuales se presentan en un 
rango de 1 a 9. El numero de lesiones mas 
frecuente es “1 ” presentada por el 24% de 
los pacientes, el 20% presentan 3 y 6 
lesiones y el 12% 4 lesiones.

La localizacion de la lesion mas frecuente 
es Boca y extremidades en el 24% de los 
pacientes, Boca (lengua, paladar duro o 
blando, labios) en el 20% de ellos y boca, 
cara y cuello en el 16% de los pacientes.

■SOLIERO
□ V1UD0

•3

Los resultados obtenidos se tabularon en 
Excel y se interpretaron y analizaron 
mediante el programa estadistico SPSS 
version 12 que realize una estadistica 
descriptiva de cada una de las variables, 
tambien se efectuaron los analisis 
divariados mediante los cuales se realize el 
cruce de variables.

La muestra fue compuesta por 25 
pacientes VIH positives con edad promedio 
de 36.32 +/- 6.12 afios, (rango de 27 a 48 
anos).

El 48% son homosexuales, el 
bisexuales y el 20% heterosexuales.
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GRAFICO 2: ESTADO CIVIL DE LOS 
PACIENTES CON SARCOMA DE KAPOSI 
VIH POSITIVOS DE LA ESE HOSPITAL 
SIMON BOLIVAR DE BOGOTA
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Se presenta el virus herpes 8 en el 48% de 
los pacientes con sarcoma de Kaposi.

prueba 
sexual
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En nuestro estudio la edad promedio fue de 
36.32 +/- 6.12 afios (segunda y cuarta 
ddcada de vida), la muestra total fue en un 
100% comprendida por hombres, en los 
que la localization mas frecuente de las 
lesiones al igual que el estudio en mention 
fue en paladar duro.
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Relacionar los factores sociodemogrSficos 
con el objeto de estudio fue de gran 
importancia ya que permitio una 
globalization mas certera en la Poblacion 
del VIH que maneja la ESE Hospital Simon 
Bolivar de la ciudad de Bogota.

GRAFICO 5: ASOCIACION DE ESTRATO
Y PREFERENCIA SEXUAL

Se encuentran significativamente 
correlacionados numero de lesiones y 
localization de la lesion (66.2%) y numero 
de lesiones con estadio de la enfermedad 
(53.5%)Chi-cuadrado 

se 
al

El estrato socioeconomico 2, los pacientes 
solteros y homosexuales de la ESE 
Hospital Simon Bolivar de la ciudad de 
Bogota presentan mayor incidencia de 
Sarcoma kaposi.

Segun Robert Yarchoan, M. D en su 
publication The New England Journald of 
medicine del 2007 afirme que las celulas 
del sarcoma de kaposi se encuentran 
siempre infectadas por el VHH-8 sin 
embargo en nuestra investigation 
encontramos que este tipo virus estuvo 
presente solo en el 48% de las muestras de 
Sarcoma de kaposi analizadas.

De acuerdo al estudio retrospective, 
realizado por Ilan Lager, y col. De Oral and 
maxillofacial pathology se encontro que la 
mayoria de los pacientes estaban en la 
tercera (27%) o cuarta (44%) decada de 
vida, segun la relacibn de genero asociado 
al estudio fue de 46 hombre y 35 mujeres 
afectados y los sitios intraorales mas 
frecuentemente afectados fueron el paladar 
(37 pacientes), la lengua (20 pacientes) y la 
encia (20 pacientes).

Segun la 
preferencia 
significativamente 
socioeconomico (P=0.02),

En el estrato 1 y 3 predominan los 
pacientes que presentan el virus; con el 
75% y 90 % respectivamente. Mientras 
que en los estratos 2 y 4 la presencia es 
del 46,7% en el estrato 2 y de 33.3% en el 
estrato 4

Grafico 7 PRESENCIA DEL VIRUS 
HERPES TIPO 8 SEGUN ESTRATO 
SOCIOECONOMICO

48O/o
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