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Resumen El objetivo del trabajo fue conocer la prevalencia de anticuerpos para el virus herpes 6 humano en la
poblacion general y estudiar su circulacion en individuos con neoplasias a fin de analizar su partici-
pacién en procesos linfoproliferativos. Se estudiaron 200 muestras de sueros de una poblacién general y 67
muestras de sueros de pacientes con enfermedad neopléasica, los que fueron divididos en: linfomas/mielomas,
leucemias y canceres sélidos de origen no inmune. La determinacién de anticuerpos de tipo IgG e IgM fue rea-
lizada por inmunofluorescencia indirecta y la deteccién de acidos nucleicos mediante una PCR en suero. La
prevalencia de la infeccion por HHV-6 en la poblacién de adultos sanos fue 63.5% con una MGT de anticuerpos
de 48.67 + 1.23. De esta muestra se obtuvo un grupo control por muestreo sistematico. En la muestra de pacien-
tes con enfermedad neoplasica la prevalencia fue 95.5%. La MGT de anticuerpos en el grupo linfomas/mielomas
fue 268.73 + 1.62; en el grupo leucemias 151.17 +1.88 y el grupo canceres sélidos de origen no inmune 95.67 +
1.57. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) entre el grupo control y los grupos
linfomas/mielomas y leucemias. En ninguna de las muestras se detect6 la presencia de anticuerpos especificos
de tipo IgM ni &cidos nucleicos virales libres en el suero. La prevalencia encontrada en la poblacién general sefia-
la la importante circulacién de un virus linfotrépico, que podria contribuir de un modo indirecto a la patogénesis
de la enfermedad linfoproliferativa.
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Abstract Human herpesvirus-6 circulation in healthy adults and oncologic patients. The aim of this paper
was to assess the prevalence of antibodies to HHV-6 in the general population and study the virus
circulation among individuals with cancer, in order to analyze HHV-6 involvement in lymphoproliferative disorders. A
total of 200 sera from the general population and 67 from patients with neoplasia were studied. The latter were divided
in 3 groups: lymphoma/myeloma, leukemia and non-immune solid tumors. HHV-6 antibodies (IgG and IgM) were
assayed by IFA and viral genomes were detected using nested PCR. The prevalence of the infection in the healthy
population was 63.5% with a titer geometric mean (TGM) of 48.67 £1.23. A control group was obtained by systematic
sampling of the healthy population. Among the patients with neoplasia, the prevalence was 95.5%. In the lymphoma/
myeloma group, TGM was 268.73 +1.62; in the leukemia group it was 151.1 £1.88 and in the non-immunogenic
solid tumors group it was 95.67 +1.57. Statistically significant differences were observed (p<0.01) between the control
group and the lymphoma/myeloma and leukemia groups. Serum IgM or free viral genomes were not detected in any
serum sample. The antibody prevalence found in the general population documents the high circulation of this
lymphotropic virus which could indirectly contribute to the pathogenesis of the lymphoproliferative disorder.
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El virus herpes 6 humano (HHV-6) es un virus emer-
gente, aislado por primera vez en 1986 a partir de un
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cultivo de linfocitos de sangre periférica de pacientes con
enfermedades linfoproliferativast. Pertenece a la familia
Herpesviridae, cuyos miembros son estructuralmente
similares y la mayoria son capaces de producir infeccio-
nes persistentes. Se han identificado dos variantes: HHV-
6 Ay HHV-6 B que parecieran ocupar nichos ecoldgicos
diferentes?. El virus tiene un particular tropismo hacia
las poblaciones linfocitarias, aun cuando su receptor ce-
lular, la molécula CD 46, le permitiria acceder a una am-
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plia variedad de células®. En la historia natural de la in-
feccién por HHV-6 pueden reconocerse tres momentos.
El primero de ellos es la infeccion primaria caracterizada
por un modelo agudo de replicacion viral. El virus trans-
mitido a través de la saliva, comienza a replicarse en las
glandulas salivales del nuevo huésped. Desde este sitio
se produce una fase virémica que lo disemina a numero-
sos drganos como el sistema nervioso central, la piel,
los rifiones, los pulmones, los nédulos linfaticos, la mé-
dula 6sea y los clones celulares del sistema inmune:
linfocitos T, monocitos y células natural killer. En la Pro-
vincia de Coérdoba, Argentina, los anticuerpos maternos
protegen al nifio de la infeccion durante el primer afio de
vida. La primoinfeccién ocurre entre los 12 y los 15 me-
ses de edad, con una prevalencia de anticuerpos en la
poblacién infantil del 63.46% y una media geométrica
del titulo de anticuerpos (MGT) de 34.53%.

Se inicia luego el segundo momento, en donde el
huésped no presenta sintomatologia alguna y el HHV-6
permanece infectando crénicamente con un bajo nivel
de replicacion, limitado a las glandulas salivales, y de un
modo latente sin replicacion activa en las poblaciones
linfocitarias®. El tercer momento se caracteriza por la
reactivacion del virus desde los sitios de persistencia.
En este momento se ubica también su posible papel
etiologico en enfermedades linfoproliferativas. La capa-
cidad de transformacion celular del ADN de HHV-6 ha
sido demostrada in vitro, en experimentos de transfeccién
del acido nucleico viral en células NIH3T3 y en
gueratinocitos humanos®. Altos titulos de anticuerpos
para HHV-6 han sido detectados en linfomas Hodgkin y
no Hodgkin asi como en leucemias™®. La expresion de
antigenos virales ha sido demostrada en tejido linfoide
de enfermedades linfoproliferativas y en las células de
Reed-Sternberg®.

En nuestro medio no existen datos que caractericen
el segundo y tercer momento de la infeccion por HHV-6,
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es decir, la infeccion latente con un bajo nivel de activi-
dad replicativa en poblacion general y su posible papel
en enfermedades linfoproliferativas.

Se estudioé una muestra de la poblacion adulta sana
para conocer la prevalencia de la infeccion por HHV-6 y
un grupo de pacientes con enfermedades neoplasicas,
a fin de caracterizar en éstos, la actividad viral a través
de la presencia de anticuerpos especificos y del ADN
viral en suero.

Materiales y métodos

Se incluyeron un total de 200 muestras de sueros pertenecien-
tes a una poblacion de adultos sanos que concurrieron al Ban-
co de Sangre del Hospital de Clinicas de la Ciudad de Cérdoba.
A partir de esta muestra se obtuvo un grupo control por un
muestreo sistematico (n:21) de la poblacién positiva para
anticuerpos-anti HHV-6. El rango de edades fue de 18 a 55 afios.

De la poblacién con enfermedad neopléasica se recolecta-
ron 67 muestras de sueros de pacientes que fueron divididos
en 3 grupos: 1) Grupo linfomas/mielomas, n: 21; 2) Grupo
leucemias, n: 23; 3) Grupo canceres soélidos de origen no in-
mune, n: 23 (Tabla 1). Estas muestras fueron recolectadas du-
rante el periodo 1998-1999 en el Servicio de Oncohematologia
del Hospital Privado de Cérdoba.

La determinacién de anticuerpos de tipo 1gG se realiz6 por
inmunofluorescencia indirecta (IFl) en todas las muestras. Los
anticuerpos de tipo IgM y la amplificacién de acidos nucleicos
virales fueron realizadas en las muestras que requerian carac-
terizar actividad replicativa, es decir en la muestra de pacien-
tes con enfermedad neoplasica. Se realizaron improntas a
partir de cultivos de una linea celular linfoblastoide Molt-3, in-
fectada con el HHV-6 variante B, cepa Z29, las que fueron
cedidas por el Centro para el Control de Enfermedades de
Atlanta (CDC) USA. Se realizaron diluciones geométricas de
cada suero problema a partir de la dilucién 1:10. Se incluye-
ron controles positivo y negativo provistos por el CDC, Atlanta.

Para la deteccion de IgM especifica anti HHV-6 se trataron
las muestras con precipitador de IgG/Factor reumatoideo (The
Binding Site) y sembrando una dilucién 1:20.

El ADN viral libre en suero fue purificado segun la técnica
descripta por R.Boom y col.'° y amplificado en una PCR de tipo

TABLA 1.— Caracteristicas de los pacientes con enfermedades oncoldgicas

Linfomas/mielomas n:21 Leucemias

n:23

S
N
[

Canceres soélidos no inmunes

L. Hodgkin 8
L. no Hodgkin
Mieloma mudiltiple 7

L. linfoblastica aguda

(o]

L. mieloide crénica

L. mieloblastica aguda

12 Cancer de mama

5 Seminoma testicular

6 Tumor neuroectodérmico
Osteopetrosis
Osteosarcoma
Cancer de colon
Adenomacarcinoma de pulmén
Sarcoma de Ewing
Neuroblastoma
T. cél. germinales SNC
Retinoblastoma
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“Nested”. La regién amplificada correspondi6é a una zona al-
tamente conservada del gen de la proteina mayor de la
capside. Un par de primers externos (Ex1 y Ex2) amplifico
una secuencia de 520 pb. Un segundo par de primers inter-
nos (In3 e In4) correspondié a un fragmento de 258 pb*!. Los
primers fueron provistos liofilizados, desalados y purificados
(Genemed Synthesis, Inc.). La sensibilidad de la técnica fue
de al menos 10 copias, determinada utilizando varias dilucio-
nes del pladsmido pIS6 con el inserto de HHV-6, provisto por
P. Secchiero y col.

Se realizé un andlisis de varianza considerando como va-
riable dependiente los titulos de anticuerpos IgG anti HHV-6, y
como variable independiente los diferentes grupos analizados.
Para dicho analisis los datos de la variable dependiente, fue-
ron transformados a logaritmo en base dos Se calcul6 la MGT
de anticuerpos y los resultados se expresan como el antilo-
garitmo. Para identificar los grupos que presentaban diferen-
cias significativas se realizé el test de comparacion de medias
de Student-Newman (S-NK test).

Resultados

La prevalencia de la infeccién por HHV-6 en la poblacion
de adultos sanos fue 63.5% (127/200) con una MGT de
anticuerpos de 48.67 + 1.23. El grupo control (n: 21)
tuvo una MGT de 50.39. En la muestra de pacientes con
enfermedad neoplasica, el valor para la prevalencia fue
95.5% (94/97). La MGT de anticuerpos en el grupo
linfomas/mielomas fue 268.73 + 1.62; en el grupo
leucemias 151.17 + 1.88 y el grupo canceres sdlidos de
origen no inmune 95.67 + 1.57. Se observaron diferen-
cias estadisticamente significativas (p < 0.01) entre el
grupo controly los grupos linfomas/mielomas y leucemias
con un rango = a 1.14 (S-NK test). Mientras que el gru-
po canceres solidos de origen no inmune arrojé valores
similares al grupo control (Gréfico 1).

En ninguna de las muestras se detecto la presencia
de anticuerpos especificos de tipo IgM ni acidos nucleicos
virales libres en el suero.
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Fig.1.— MGT de IgG de los grupos de pacientes oncolégicos y
del grupo control. * Diferencias signiticativas (p < 0.01)
entre el grupo control, el grupo linfomas/mielomas y el gru-
po leucemias; con un rango >1.14 (S-NK test).
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Discusién

La infeccion por HHV-6 estad ampliamente distribuida en
el mundo. A los 13 meses de edad entre el 64 y el 83% de
los nifios poseen anticuerpos contra el virus, mientras que
en paises como Japon y China la cifra se eleva al 100%8.
En nuestro medio la prevalencia encontrada es el 63.5%,
similar tanto en adultos normales como en nifios a la edad
de la primoinfeccion, la que se ubicaria entre los 13y 15
meses de edad*. Para mantener esta prevalencia desde
la nifiez hasta la edad adulta es probable que el virus
persista en algunas poblaciones celulares ubicadas en
sitios estratégicos, como las glandulas salivales, lo que
ademas posibilitaria la circulacion y transmision entre adul-
tos infectados y nifios susceptibles.

En el modelo de persistencia de un virus ampliamen-
te diseminado en la poblacion es dificil atribuirle un pa-
pel patogénico en las enfermedades neoplasicas. Los
niveles de anticuerpos especificos para HHV-6 podrian
considerarse indicativos de un gradiente de la actividad
biologica viral y que permitirian definir algunos criterios
serolégicos de causalidad?. Las diferencias encontra-
das entre las MGT del grupo mielomas/linfomas y del
grupo leucemias respecto al grupo control, sefialan que
en individuos con patologias linfoideas hay una elevada
actividad replicativa viral. Esta importante actividad
replicativa no parece relacionarse a la inmunodepresion
o con la enfermedad neoplasica en general, pues los
valores alcanzados por el grupo canceres sélidos de ori-
gen no inmune son similares a los de la poblacién nor-
mal. La actividad replicativa también podria caracteri-
zarse por el acceso a sangre de particulas virales li-
bres. Sin embargo, no se detectaron acidos nucleicos
virales en suero aun cuando la sensibilidad de la técnica
de PCR utilizada permiti6 amplificar hasta 10 copias del
genoma viral. Esto podria explicarse al considerar que
la actividad viral responsable de los altos titulos de I1gG
en la reactivacién estaria limitada a glandulas salivales
0 con viremias muy fugaces neutralizadas rapidamente
por los anticuerpos circulantes. La respuesta de tipo IgM
es un aspecto controvertido en las reactivaciones de los
virus integrantes de la familia Herpesviridae'®**4. La au-
sencia de anticuerpos de tipo IgM en los pacientes estu-
diados coincide con lo descrito por Pellet y col*® .

Estos resultados son los primeros aportes de la circu-
lacion del virus herpes 6 humano en adultos normales y
en pacientes oncologicos en nuestro medio. El analisis
en este ultimo grupo, parece sugerir que el HHV-6 podria
contribuir a la patogénesis de la enfermedad linfopro-
liferativa, quizas de un modo indirecto, ya sea expandien-
do clones linfocitarios transformados, interactuando con
otros factores oncogénicos o bien estimulando la prolife-
racion celular. Esta estimulacion de las células linfoideas
les permitirian acumular multiples cambios y situarse en
la primera etapa de una transformacién maligna.
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Toda obra grande es el fruto de la paciencia y de la perseverancia, combinadas con una atencion
orientada tenazmente, durante meses y aun afios, hacia un objeto particular. Asi lo han confesado
sabios ilustres al ser interrogados tocante al secreto de sus creaciones. Newton declaraba que solo
pensando siempre en la misma cosa habia llegado a la soberana ley de la atraccion universal; de
Darwin refiere uno de sus hijos que llegé a tal concentracion en el estudio de los hechos bioldgicos
relacionados con el gran principio de la evolucion, que se privd durante muchos afios y de modo
sistematico de toda lectura y meditacion extrafias al blanco de sus pensamientos; en fin, Buffon no
vacilaba en decir que "el genio no es sino la paciencia extremada". Suya es también esta respuesta
a los que le preguntaban como habia conquistado la gloria: "Pasando cuarenta afios de mi vida
inclinado sobre mi escritorio”. En fin, nadie ignora que Mayer, el genial descubridor del principio de la
conservacion y transformacion de la energia, consagré a esta concepcion toda su vida.

Santiago Ramén y Cajal (1852-1934)

Reglas y Consejos sobre Investigacion Cientifica.
Los tonicos de la voluntad. 7° edicién, Madrid, 1935, p 71



