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1.0 INTRODUCCION.

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) es considerada como
causante de una serie de transtomos inmunolagicos conocidos en conjunte como Sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)™; la infeccién ocurre cuando el virus llega a
circulacion en individuos con factores de riesgo tales como: transfusiones sanguineas, uso
de drogas intravenosas, recién nacidos de madres infectadas, relaciones sexuales
{promiscuidad).

Una vez establecida la infeccién por ef VIH-1 se inicia el periodo asintomatico dei individuo,
y el virus se mantiene en etapa de replicacion muy baja o en forma latente (provirus); esta
etapa depende de las caracteristicas del virus y del huésped. Se ha demostrado que con el
uso de agentes retrovirales, esta etapa de latencia viral puede prolongarse, ya que el virus
se replica en forma limitada y casi imperceptible. La activacion de! ciclo de replicacién del
virus inicia la siguiente etapa de la enfermedad; se han propuesto un gran numero de
cofactores que pueden activar al VIH-1, como otras infeccionas, tales como citomegalovirus
y herpes, el deterioro del sistema inmune en el huésped y el desarrollo de resistencia de la
capa de VIH-1 a los farmacos retrovirales; esta etapa se define como el complejo refacionado
a SIDA; y es en la cual se inician los primeros sintomas clinicos en e} huésped. La
deficiencia continua de los linfocitos T en el sistema inmune y presencia de infecciones
oportunistas, determina el estadio de SIDA."™

€} Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida es un problema de salud mundial. L.os defectos
en el slstema inmune son progresivos e irreversibles en el individuo con SIDA y su tasa de
mortalidad aproximada es del 100%.%°



En 1987 se han reportado aproximadamente 70,000 casos de SIDA en todo el mundo, y se
incrementd en los siguientes afios; para 1994 se estimé que la cifra de persanas infectadas
con VIH-1 fue de aproximadamente 20,000,000; de los cuales de un 15-25% han desarraliado
SIDA en un perfodo de 7 afos promedio de la adquisicién de la infeccidn. **® Ef parcentaje
restante de individuas infectadas can VIH-1, prabablemente atin no cumplen este periado.
En el cantinente Americana, México acupa el tercer lugar en numera de casas de SIDA
reportadas después de Estados Unidos y Brasil, A finales del afia 1994 el nimera de casas
de SIDA en Méxica reportados fue de aproximadamente 20,000, con un promedio de 6.9

casos diarios.’



2.0 ANTECEDENTES.

En 1981 se reportd en Estados Unidos un caso de un paciente con sarcoma de kaposi y
neumonia par Pneumocystis carinii; se reconocio una enfermedad de inmunosupresion
celular grave llamado Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).**

Hasta 1983 se reportaron numerosos casos de pacientes que presentaban inmunodeficiencia
y miltiples infecciones oportunistas.® Fue en el mismo afio en Francia en donde se aislo un
retrovirus de un paciente homosexual con linfadenopatia severa e inmunodeficiencia y le
nombraron virus asociado a linfadenopatia (LAV).°

Posteriormente en el mismo afo en Estados Unidos se aislé un virus molecular y
bioldgicamente similar al descrito en Francia, de un paciente con SIDA y le llamaron virus
linfotrépico de células T humanas tipo Il (HTLV-II) por considerarlo dentro def grupo de los
retrovirus.'" Otro nombre que recibié por otro grupo en Estados Unidos fue el de virus
asociado al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (ARV)."?

Para 1986 el Comité Internacional de Taxonomia de Virus recomendo, el término de virus de
inmunodeficiencia Humana (VIH), para distinguir este virus como un nuevo patogeno
reconocido en el humano.™

En el mismo afio en Africa se aislé un subtipo de VIH-1 en pacientes con SIDA y le
nombrarbn VIH-2; posteriormente fue aislado en ofros paises de Europa y Brasil.*'

Se ha demostrado que el VIH esta relacionado al SIDA y enfermedades ligadas a este
sindrome, ademas se encontraron anticuerpos del virus en individuos infectados sintdmaticos
(SIDA) y asintématicos. "*'®

Se han desarrollado numerosas pruebas serolégicas para diagnosticar 1a infeccion por VIH-1,
siendo los ensayos inmunoenziméticos (ELISA e inmuna-blot) los recomendados por la FDA
y la OMS como pruebas presuntivas y confirmatorias en el diagnéstico por VIH-1;"% también
se han propuesto terapias antivirales de ayuda en la infeccién por VIH-1, basadas en el uso
de nucledsidos que impiden la replicacién viral y finalmente se ha intentédo disefar vacunas
con antigenos virales recombinantes con la expectativa de conferir induccidn de la respuesta
inmune y proteccion a la infeccién.



De las tres dreas mencionadas, el diagnostico ha cumplido ya las expectativas de un allo
grado de sensibilidad y especificidad; sin embargo tanto el tratamiento, como la generacién

de vacunas requieren de un mayor conocimiento y desarrolio.**?'?

2.1 GENERALIDADES
2.1.1 Caracteristicas generales del VIH-1.

El Virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) es un miembro de la familia Retroviridae y
subfamilia lentiviridae. Los retrovirus son virus de ARN gue cadifican por medio de la enzima
{lamada ADN polimerasa depsndiente de ARN o franscriptasa reversa, fa cual permite que
el ARN viral se transcriba en  ADN de doble cadena(ADNc).2*" En esta forma pueds
integrarse al genoma celular y replicarse via ef ADN (ADN proviral). En particular los lentivirus
tienen genomas muy extensos que contienen numerosos genes virales. Estos virus inducen
efectos citopaticos en células infectadas y la enfermedad causa, después de un largo periodo
de incubaci6n, desordenes en el sistema inmune y neurol6gico.

Ei Virus de inmunodeficiencia humana esta envuslto, de forma esférica que mide de 80-130
nm de diametro, la cépside es un icosaedro rodeado o envuelto por una membrana o pared
con espiculas. Algunas proteinas del VIH-1 se localizan en {a capside. La proteina de la
superficie (gp120) se encusntra unida a la envoitura por la protsina transmembranal gp41,
las proteinas que son codificadas por el gen gag conforman el centro (p24y p17) y las
fosfoproteinas se encuentran dentro del nicleo. La principal proteina "gag"” tiene un’peso
molecular de 25,000 y se le nombra p24 (o p25) y forma la cubierta del centro. La protelna
"gag" p17 se encuentra fuera de! centro, junto de la membrana externa del virién o envoltura,
parte de p17 pueds proyectarse a través de la cdpside viral. Por Ultimo, ia proteina
transcriptasa reversa se encuentra, intimamente relacionada con las dos bandas del ARN
viral que son copias exaclas una de la otra, Esta condicidn diploide es caracleristica de lodos
los retrovirus y es importante para su ciclo replicativo, 23242

Figura 1.
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FIGURA 1. El virus de la inmunodeficiencia humana.?
2.1.2 Vias de transmisién

El Virus de inmunodeficiencia humana es transmitido por contacto sexual, con sangre o
con productos de sangre contaminados, y por eventos perinatales de intercambio de fluldos
de madre al feto.

Los grupos considerados de alto riesgo para adquirir la infeccién inciuyen hombres
homosexuales, bisexuales 6 heterosexuales, adictos a drogas intravenosas, recién nacidos
de madres seropositivas, y pacientes que necesitan transfusiones sanguineas tales como
sujetos hemofilicos, etc.

Hasta la fecha no existe vacuna gque pueda proteger contra la infeccién por VIH-1, ni
terapias que eliminen la infeccidn y por lo tanto la enfermedad. E! tnico tratamiento es el
contro! de los enfermos y administraclén de drogas antivirales que Inhiben Ia reproduccién
del virus; aunque se han ya identificado virus con resistencia a ciertas drogas.?®

724



2.1.3 Patogénesis

La patogénesis de la infeccion por el VIH-1 se caracteriza por una disminucion progresiva de
la funcion inmune asociada a un incremento, de la replicacion del virus por la infeccion a
linfocitos T con el receptor CD4. Los sintomas que distinguen la infeccion aguda por VIH-1
son en general linfadenopatia, fiebre, mialgia, artraigia, dolor de cabeza, fatiga, diarrea y
manifestaciones neurologicas, Adémas de los sintomas clinicos se asocia con una replicacion
viral de alto grado, que ocasiona una antigenemia y viremia elevados y una disminucion
transitoria de células T CD4+ y por tanto una inversion en el cociente CD4+/CD8+. En esta
etapa es dificil ef diagnosticar la infeccién debido a ausencia de los anticuerpos en
circulacion; |a respuesta del sistema Inmune, ocurre en las primeras 9 semanas y puede ser
la responsable de eliminar a las céfulas T infectadasy de disminuir la viremia. Posterior a la
disminucién de antigeno circulante es [a seroconversién y presencia de anticuerpos
detectables en circulacion, una respuesta intensa de células T citoliticas; y los niveles de
células T CD4+ regresan a su nivel basal y se inicia un perfodo considerado como
asintomético denominado latencia clinica.

En el perfodo de latencia no hay alteraciones graves en el sistema inmune aunque hay
aumento de las célutas T infectadas, disminucion progresiva en el nimero de células CD4+
y niveles bajos pero constantes de virus. Posterior a la latencia y al progresar ta enfermedad
a SIDA, el sistema inmune se va deteriorando en forma drastica, disminuyendo las células
T CD4+, un aumento en la replicacion viral, asi como la presencia de sintomas clinicos y las
infecciones oportunistas como sarcoma de Kaposi, neumonia por Pneumocystis carinii,

infecciones por citomegatovirus, herpes, Criptococcus neoformans, etc 23242

Se acepta de manera general, que el VIH-1 se une a la membrana cefular de los linfocitos T
y en menor grado a monocitos y macréfagos, principalmente por la via del antigeno CD4.
Esta proteina se reconocio por primera vez como un marcador de superficie en las células
T ayudadoras (T4). Pero se ha encontrado en células hematopoyéticas incluyendo linfocitos
By macréfagos, asl como también en algunas células def cerebro. La presencia del antigeno
CD4 por to tanto, explica la susceptibilidad de muchas células al VIH-1. 22



Se demostrd una directa interaccion entre la glicoproteina viral gp120 con la molécula CD4
y se comprobd que ambas proteinas son necesarias para la infeccion. La investigacion en
el laboratorio con fibroblastos y células del cerebro cultivadas, indican que los receptores
CD4 no es el Unico de VIH-1, aunque no se ha demostrado la infeccidn sin la presencia de
este receptor. #**

La proteina gp120 de la cubierta del VIH-1 parece unirse a la CD4 mientras que la gp41
puede actuar como una proteina de fusion entre la envoltura del virus y la membrana celular
Asi ambas proteinas trabajan en conjunto permitiendo |a entrada del VIH-1 al interior de la
célula. Una vez que el virus entra en la célula, suARN se libera del centro y por medio de un
mecanismo de transcripcion invertida se sintetiza un ADN de doble cadena, el cual se dirige
al niicleo (ADNc). En este momento, dicho ADNc es integrado en el cromosoma del huésped
por la enzima integrasa, donde permanecera como un ADN proviral. De esta manera, las
células infectadas pueden permanecer en un estado latente en el que se produzca muy poco
o nada de ARN y proteinas virales.

El virus puede ser activado por cofactores celulares o virales, por otras infecciones o el propio
sistema inmune; la célula infectada entra en la produccion viral activa, en la que el ADNc
proviral se transcribe en ARNm y este ultimo es transcrito para sintetizar las proteinas
precursoras del virus, que sufren desdoblamientos espacificos y forman particulas virales que
seunen nuevamente con el ARN del genoma del virus para formar nuevas particulas virales
infecciosas. De este modo las células infectadas diseminan el virus, o también por la fusién
con células no infectadas. Esta dltima interaccion célula-célula es muy importante, ya que
permite la transferencia de informacion viral a una célula no infectada por un mecanismo no
afectado por anticuerpos neutralizantes. Por ditimo, las células infectadas por el VIH-1 y que
permanecen en estado latente o la replicacién es minima; los provirus pueden activarse mas
tarde por ciertos cofactores aun no definidos y activarse la produccién viral.2*# Figura 2.
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FIGURA 2. Ciclo de vida del VIH-1.2*



2.1.4 Respuesta inmune

El desenlace de cualquier infeccion viral depende de la virulencia y la capacidad de respuesta
del huésped. Dado que el VIH-1 actua sobre las céiulas T4 del sistema inmune, su control
representa un reto. El mecanismo de defensa del huésped contra las infecciones virales,
consiste en respuestas humorales y celulares. El linfocito 8 constituye la principal céiula de
la respuesta humoral. A fravés de sus interacciones con macréfagos y linfocitos T
ayudadores, ia céiula plasmatica produce anticuerpos contra las proteinas virales. Para el
VIH-1 los anticuerpos producidos son contra las principales proteinas estruclurales y
funcionaies, principalmente los de gp120, gpd1 y p24. Los anticuerpos capaces de
neutralizar al virus son gp41 y gp120.%*

La citotoxicidad de células dependiente de los anticuerpos contra la envoltura del virus que
se expresa en la superficie de la célula, son reconacidas por células efectoras "natural killer”
(NK) o por macrofagos.

Adémas de los macrofagos y las NK, {a participacion de las células T efectoras y T citoliticas
productoras de citocinas tales como L-2, IFN-y, y otras tales como IL-4, (L-5, IL-10 potencian
las respuesta y promueven (a diferenciacion de células B a células plasmaticas productoras
de anticuerpos.

Con la progresion de la enfermedad y consecuente deterioro del sistema inmune hay una
disminucién de la funcidn cooperadora y del numero de las céfulas TCD4+, pero se
incrementa la actividad de las céiulas B. Las células TCD8+ también participan en la
respuesta inmune; las células T citotdxicas son capaces de reconocer a células infectadas
con VIH-1 y destruirlas; en este sentido se demuestra una proteccion durante (a infeccion
primaria al controlar y eliminar al virus, pero en etapa avanzada de la enfermedad puede
disminuir el nimero de células TCD4, responsables del equilibrio de la respuesta
inmunolégica.



3.0 TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR VIH-1.

El desarrolio de medicamentos para el tratamiento anti-VIH-1, se basa en el conocimiento dei
ciclo de replicacion del virus; El pravirus lineal de ADN del VIH-1 ya integrado al ADN del
huésped es capaz de producir ARN de ViH-1 y por tanto proteinas virales.

Los agentes que bloquean las fases iniciales de replicacion viral, evita la infeccion de nuevas
células, pero no actua sobre las células que tienen infeccién cronica. Los agentes que inhiben
las fases tardias de la replicacion viral, tambien actuan en la replicacién viral de las células
con infeccion crénica, pero no actia en las células no infectadas.*?

Existe una serie de compuestos que se evaltian, desarrollan e interfieren en la replicacion de!
VIH-1. De estos agentes, los mas conocidos son los dideoxinucledsidos, que son inhibidores
potentes del VIH-1 in vitro. Al igual que los S'rifosfatos, estos agentes ejercen gran actividad
anti-ViH-1 a nivel de la transcriptasa reversa. Los trifosfatos, compiten con los
dideoxinucledtidos S'trifosfatos celulares, que son substratos indispensables para |a
formacian del ADN proviral por la transcriptasa reversa. También sirven como terminadores
de cadena en la sintesis de ADN proviral. La polimerasa alfa de ADN de los mamiferos es
relativamente resistente a los efectos de este tipo de medicamentos, sin embargo, la
polimerasa gamma de ADN de los mamiferos, y la polimerasa beta de ADN son sensibles a
estos compuestos, |o cual explica su toxicidad 2*

Entre los agentes aprobados para el tratamiento se encuentra {a azidotimidina o retrovir.
La azidotimidina es un analogo de la timidina, que inhibe Ia replicacion del VIH-1 in vitro. E
medicamento es fosforilado por las enzimas celulares para formar el S'trifosfato, que
interviene en la polimerasa de ADN dependiente de ARN del VIH-1 (transcriptasa reversa)
y en la elongacién de la cadena de ADN viral, para inhibir Ia replicacion viral.

Con base a las propiedades farmacoldgicas de la azidotimidina, y debido a {a toxicidad y
aspectos relacionados con la férmula, la dosis que se recomienda es de 100 mg cada cuatro
horas (600 mg dosis diaria total). Aunque la vida media sérica de la azidotimidina es de una
hora, la intracelular del S'trifosfato se aproxima a tres horas,2*



4.0 METODOS DE DIAGNOSTICO.

Los métodos de deteccion de la infeccidn por VIH-1 son divididos en directos e indirectos. Los
directos monitorean ia presencia del virus o antigenos virales, los indirectos detectan la
presencia de anticuerpos contra el VIH-1 y son divididos en métodos de escrutinio y de
confirmacién. En los métodos directos se encuentran el cultivo o co-cultivo y técnicas
moleculares comao la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Los métodos aprobados por (a Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) para el escrutinio de
1a infeccién por VIH-1 son el Ensayo inmunoenzimético (ELISA) y fos de confirmacion son el

inmuno-blot, y {a inmunofiuorescancia,?347- 3033

Otros ensayos son utilizados como predictores del avance de la enfermedad, entre ellos se
encuentra [a cuantificacion de 82-microgiobulina, la proteina del centro del virus (p24), y la
determinacion de la carga viral en tejidos y plasma. Otros métodos que miden la carga viral,
incluyen células T4 y (as diluciones del plasma para realizar cultivos o co-cultivos del virus,
la citometria de flujo es capaz de diferenciar e} nimero de células infectadas, de las no

infectadas, etc.

Diversos estudios demuestran que (a deteccién de anticuerpos contra (a protelna p24 del
virus (VIH-~1), es un importante indicador de actividad viral en etapa de infeccion activa inicial
y la deteccion de antigeno p24 en la etapa terminal. En algunos estudios se detecta la
presencia del antigeno en infecciones tempranas sin obtener gran impacto en sus
hallazgos 23173337

El aislamiento del virus es principalmente aplicado con fines ds caracterizacion y en los
individuos con diagnéstico dudoso, por ejemplo bebés de madres seropositivas, individuos
can pérfiles seroldgicos indeterminados o posibles falsos negatives. En (a actualidad, la PCR
se realiza Unicamente con fines de investigacion en apoyo a (a eficacia a nuevos tratamientos
mediante (a determinacién semi-cuantitativa de carga viral circulante.®

1



4.1 Aistamiento del virus

El VIH-1 se puede detectar y aislar de fiuidos del cuerpo camo son plasma, suero, saliva,
liquido cefalorraquideo, orina, lache, secreciones genitales y biopsias de tejidos. Los mejores
resultados para aislar el virus en las personas infectadas es posible mediante el co-cultivo
de los linfocitos del paciente combinados con linfocitos T de donadores sanos o lineas
celulares de linfocitos T. La deteccion del virus en ef co-cultivo se realiza con la deteccion de
la actividad biolégica de la enzima transcriptasa reversa en cultivo celular y la presencia de

antigeno p24 por ELISA?
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5.0 JUSTIFICACION.
En los pacientes con el Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), es importante un

método temprano con sensibilidad alta, que detecte la replicacion viral in-vitro como el uso
de anticuerpaos fluorescentes contra p24 del Virus de inmunodeficiencia humana (ViH-1).

6.0 OBJETIVOS,

6.1 Objetivo primario.
Disefio de un método de Inmundfiuorescencia utilizando IgG anti-ViH-1 en la deteccion del
virus en al co-cultivo; alternativo en la respuesta a la replicaciéon de VIH-1.

6.2 Objetivos secundarios.

1.-Praduccion de un suero hiperinmune en conejo contra el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH-1).

2.-Purificacion de la fraccion 1gG anti-VIH-1 por cromatografia de afinidad con protelna
A de Staphylococcus aureus.

3.-Titulacién y caracterizacion de la fraccion IgG anti-ViH-1 por los métodos de ELISA
e inmuno-biot.

4.-Marcaje de la fraccion 1gG anti-VIH-1 purificada y caracterizada con isotiocianato
de fluoresceina (FITC). (CONJUGADO).

§.-Utilizacion del conjugado 1gG anti-ViH-1-FITC para la deteccién def virus en co-
cultivos de pacientes con posible infeccion por VIM-1.



7.0 MATERIALES Y METODOS.

7.1 DETERMINACION DE PUREZA DEL ANTIGENO DE VIH-1.

El antigeno de VIH-1 (Organon Teknika) utilizado es lisado viral derivado de la linea celular
HY/HTLV-UIl infectada con el VIH-1. Purificadlo por sedimentacion en gradiente de sacarosa
y ultracentrifugacion; Inactivado por disrupcion en detergentes y altas concentraciones de
sales. Se comprobd su inactivacion por ensayos de franscriptasa reversa y cultivo en células.
La concentracion def lisado viral es de 1 mg/imL.

Se realizé un ensayo de slectroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE), para determinar la presencia de las protelnas del virus (antigeno).

7.2 PREPARACION DEL ANTIGENO VIH-1 PARA LA INMUNIZACION.

Se preparé el antigeno de VIH-1 con adyuvante completo de Freund en proporcién 1:10y a
una concentracion final de 0.1mg/mL de proteina del lisado viral, se homogenizé
perfectamente con vortex, se realizaron alicuotas de 1ml. mismas que se congélaron a -20°C
hasta el momento de su uso.

Se prepard ofra mezcla utilizando solucion salina isoténica estéril (SS1) en proporcionde 1.5
y concentracién final de 0.2 mg/mL, Se realizé el mismo procedimiento de homogenizacion
y congelacidn. '

Una mezcla mas se prepard utilizando adyuvante incompleto de Freundy concentracion final
de 0.1mg/mL, y con los mismos procedimientos.
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7.3 CUADRO DE INMUNIZACION.

Se inmunizaron dos conejos Nueva Zelanda adultos-jovenes, utilizando el siguiente esquema

de inmunizacion’

DIAS INMUNIZACION DOSIS ViA DE ADMON.
APLICADA
0 1a 100ug subcutédnea con adyuvante
completo de Fraund.
156 2a 0.50ug endovenosa con SS1 estéril,
25 3a 0.50ug endovenosa con SS1 estéril.
35 4a 0.75ug subcutdnea con adyuvante

incompleto de Freund.

7.4 OBTENCION DE SUERO DURANTE LA INMUNIZACION.

Se obtuvé suero de los conejos al inicio y antes de cada inmunizacién para monitorear la
presencia de anticuerpos anti-VIH-1 y de acuerdo al siguients cuadro:

toma de muestra tiempo(dias) mL. de suero
basal 0 1
primera 15 1
segunda 25 1
tercera 35 1

cuarta 50 45

15



7.4.1 Obtencion de suero a partir da sangre total.

- Obtenar la sangre por la vena marginal de la oreja 6 puncién cardiaca, dejar coagular en
refrigeracion para formacion y retraccion del coagulo.

- Separar el codgulo formado de las paredes del tubo, utilizando un aplicador de madera.

- Centrifugar a 1500 g por § min,

-Separar el suero del paquete celular utilizando una pipeta Pasteur y aspirando suavemente.
- Alicuotar e} suero obtenido an fraccionas de 0.5y 4 mL. Congelar de -20°C a -70°C. Bajo
éstas condiciones pusde ser conservado por periodos mayores a6 meses.

7.5 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-ViH-1 EN CONEJOS DURANTE EL ESQUEMA
DE INMUNIZACION POR INMUNO-BLOT.

La mussira basal de suero de los conejos fue tomada con objeto de conocar si existia algun
anticuerpo cantra alguna protaina da ViH-1 utilizando el método de inmuno-biot, Asimismo,
las muestras de suero de cada etapa de Ja inmunizacién, fua probada para monitorear la
produccion de anticuerpos anti-VIH-1 por el mismo métado.

7.5.1 Método de inmunc-blot. (Organon-Teknika).

A)-El ansayo consta de tiras de nitrocelulosa con las proteinas estructurales del VIH-1,
Colocar las tiras con el VIH-1, en los pozos de la placa y humedacer an 2.5 mL. da solucién
amortiguadora de fosfatos (SAF) por 30 min con agitacién.

B)- descartar por aspiracién el SAF.

C)- Adicionar 2 mL de solucién de bloqueo(ieche descremada al 5% en SAF) a cada tira,
dajar de § a 10 min con agitacién, en cuarto frio. Utilizar 0.3 gr de leche en 6 mL de SAF por

cada tira utilizada.



D)- colocar 20 pl. de muestra (suero) por cada 2 mi. de solucién de bloqueo; dilucian de
suero 1:100.

E)- Descartar por aspiracion la solucion de bloqueo y agregar a las tiras la muestra diluida
1:100.

F)- Agitar en cuarto frio durante toda {a noche para la reaccion Ag-Ac.

G)- Eliminar los excesos de muestra agregando 5 mL de SAF y agitando por 5 min. repetir
3 veces.

H)- Preparar el conjugado anti-conejo-peroxidasa diluido 1:500 en SAF.

)~ Revelar agregando a-naftol y H,0, como sustrato, para detectar la reaccidn Ag-Ac.

7.6 TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO ANTI-ViH-1 POR ELISA.

Ei suero hiperinmune contra el VIH-1 abtenido de amhos conejos se tituld por el métado de
ELISA, utilizando microplacas sensibilizadas con recombinante antigénico de ViH-1 que
principalmente contiene gp120, gp41 y p24.

7.6.1 Titulacion de sueros, ELISA.

A)- Lavar las microplacas sensibilizadas con antigeno recombinante de VIH-1 con SAF.
B)- Colocar en cada pozo 150 ul de albimina al 1% en SAF para bloquear los sitios
inespecificos e incubar por 30 min a 37°C.

C)- Lavar 1 vez con SAF.

D)- Adicionar a cada pozo 100ul de SAF-albimina al 0.1%.

E)- Agregar 25pL de suero o solucidn de anticuerpos al primer pozo y homogenizar con
micropipeta, tomar 25 pl. de ese pozo y pasar al siguiente pozo y homogenizar; realizar lo
mismo hasta el Uitimo pozo en el que se descarta fos 25)L..

F)- Aplicar suero humano de paciente positivo a VIH-1 como controt positivo y suero de
paciente seronegativo como control negativo. Realizar por duplicado.

G)- Incubar a 37°C por 60 min.

H)- Lavar 3-5 veces can SAF.
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I)- Colacar en cada pozo 100 L. de conjugado anti-canejo-peraxidasa diluida 1:500 en SAF-
albumina 0.1% para las muestras de congjo y anti-humano-peraxidasa diluido 1:1000 en
SAF-albimina al 0.1% para los coniroles.

J)- Incubar a 37°C por 60 min.

K)- Lavar 3 veces con SAF-tween 20 al 0.05%.

L)- Preparar el sustralo OPD, a 5.4 mg de OPD y disolverio en 10 mL de solucion
amortiguadora de citrates (SAC) pH 5.5, agregar 6 il de H,0, al 30%; preparar el sustrato
antes de ser aplicado.

M)- Agregar 100 Ll de solucion de sustrato a cada pozo. incubar 5 min.

N)- Detener la reaccion con H,SQ, 3M y leer absarbancia a 492nm.

0)- Caleular el titulo de anticuerpos en la grafica abscrbancia contra lagaritmo de la dilucion.

7.7 PURIFICACION DE LA FRACCION IgG DEL SUERO, POR PRECIPITACION CON
SULFATO DE AMONIO Y CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON PROTEINA A DE

Staphylacaccus aureus,

Para la obtencion de la fraccion de anticuerpos IgG del suero hiperinmune anti-VIH-1, se
uliliza la precipitacién de inmunoglobulinas con una solucién saturada de sulfato de
amonio(SAS);

7.7.1 Precipitacion de IgG en el suero:

A)-Agregar a 10 mL de suero total una solucién salurada al 100% de (NH,),S0, hasta una
concentracion de 45% VIV, Incorporar lentamente y con agitacion. Agitar por toda la noche
para asegurar la precipitacidn de las inmunoglobulinas,

B)- Centrifugar a 12,000 g por 30 min a 4°C.

C)- Resuspender el sedimento en un vélumen minimo de SSI.

D)- Dializar conira una solucidn de SS14 a § veces, én 4 vélumenes de la muestra, ulilizando
una membrana de poro 12000-14000.

E)- Determinar la concentracion de protelnas totales del dializado por el método de Bradford.
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7.7.2 Mélodo de Bradford para la cuantificacion de protenas totales.

. A)- Utilizar una solucién de azut de Coomasie. Disolver 5 mg de azul de Coomasie brillante
v R-250 (BioRad), en 2.5 mL de alcohol etilico al 96%. Adicionar 5 mb de acido fosfdrico al
85%, y aforar a 50 mL can agua destilada. Filtrar con papel fittro Whatman No. 1.
B)- Preparar antes de usar y guardar prategido de la fuz.
C)- Preparar concentracionas conacidas de albumina sérica bovina de 100, 75, 50, 25 g en
100 uL de agua destilada para la curva estandard.
D})- Adicianar 5 mL de la solucion de Coomasie a 100 pl de la muastra estandar o la muestra
problema. La mezcla debe estar protegida de 1a luz.
E)- Leer absorbancia a 585 nm. La intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas.
F)- Calcutar Ja concentracion de proteinas en {a grafica concentracion de proteinas vs.

absorbancia,

7.7.3 Cromatografia de afinidad con proteina A,

Una vez abtenida nuestra solucién proteica de inmunoglobulinas, se purifica fa fraccian IgG
por cromatografia de afinidad con proteina A de Staphylococcus aureus utilizando una
columna Afigel-proteina A-agarosa.

Laproteina A de Staphylococcus aureus tiene la propiedad de unirse con alla especificidad
ala ragion Fc de la inmunoglobulina G. Se encuentra unida a esferas de agarosa por enlaces
amida estables, aste enlace quimico mds la estabilidad de ia proteina A nativa, da como
resultado resistencia a agentes desnaturalizantes,

Los enlaces proteina A-IgG son débiles puentes de hidrdgeno, al cambiar el pH se liberan las
19G de las proteinas, debido a que la reaccién es reversible.
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7.7.3.1 Procedimiento de cromatografia de afinidad:

A)- Lavar la columna con SAF pH 8.0, para eliminar el buffer de conservacion con azida de
sodio.

B)- La estabilizacién y lavado de la columna se realiz6 con buffer de fosfatos a pH de 8.0
hasta obtener fracciones con densidad éptica de cero a una longitud de onda de 280nm
C)- Agregar a la columna la muestra con anticuerpos e incubar por 2 horas.

D)- Lavar con SAF pH 8.0 hasta absorbancia de cero a 280 nm. En este punto se eliminan
proteinas no 1gG.

E)- Eluir con un buffer de citrato de sodio pH 3, en fracciones de 1 mL; éstas fracciones son
recibidas y neutralizadas con 50 pL de tris-base 2M.

F)- Leer absorbancia a 280 nm.

G)- Recuperar las fracciones con mayor absorbancia y dializar contra SAF pH 7.3 por tener
la mayor concentracién de IgG. '

7.8 CARACTERIZACION Y TITULACION DE LA FRACCION IgG PURIFICADA.

Se determina la concentracion final de proteinas totales en la fraccién de anticuerpos 1gG
purificados por el método de Bradford; se titula por el método de ELISA descrito
anteriormente. y se caracteriza los anticuerpos 1gG contra las diferentes proteinas de VIH-1
por inmuno-blot.

7.9 MARCAJE DE ANTICUERPOS IgG ANTIVIH-1 A ISOTIOCIANATO DE
FLUORESCEINA.

7.9.1 Unién de anticuerpos con FITC.

Los anticuerpos se unen a la molécula de isotiocianato de fluoresceina (FITC) por enlaces
del grupo amino libre (principalmente en los aminoacidos lisina) y parte del grupo N=C=$ de
la moléculas de FITC; por enlaces covalentes.
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7.9.2 Procedimiento de marcaje:

A)- Dializar 1 img del anticuerpo purificada en 500 mL de solucion amortiguadora de boratos
(SAB) a 4°C; realizando 2 a 3 cambios por 2 dias. Generaimente 5 mL de muestra se dializan
con 500 mi de SAB.
B)- Determinar concentracion de anticusrpos en el espectrafotometro a 280 nm & por
Bradford.

Conc.{mg/mL)= ABS(280nm) x 0.74 x factor de dilucion.
C)- Adicionar 20 pL de lsatiocianata de fluoresceina en dimetilsulfoxido (DMSO) a una
concentracion de 5 mg/mL., por cada mg de anticuerpos. La solucién con DMSO debe ser
preparada antes de usar y en condiciones anhidras. Incubar toda la noche a4°C.
D)- Dializar en 500 mL de solucién de dializado, a 4°C con 3 cambios por 2 dias.
E)- Evitar la exposicién a la luz.

7.10 PURIFICACION DEL CONJUGADO lgG-FITC POR FILTRACION EN GEL.

Una vez obtenida la fraccidn lgG conjugada a FITC, purificar en una columna cromatografica
de gel sephadex G-25 de filtracidn, para separar los anticuerpos conjugadas a FITC de los
no conjugadas y del FITC libre.

7.10.1 Procedimiento de purificacién:

A)- Hidratar el gel durante 4 h a temperatura ambiente, no se debe usar agitadar magnético.
B)- Después de la hidratacion, decantar la mitad del sabrenadante y cerrar la parte extrema
de la columna, misma que debe estar nivelada verticalmente, utilizando un saparte universal.
C)- Agregar buffer para ocupar el 20 % de la columna.

D)- Lentamente agregar el gel por las paredes sin formar burbujas, dejar sedimentar el gel
y agregar solucién amortiguadara, 2 veces el volumen de la calumna, La solucién no debe
bajar del nivel del gel.

E)- Colocar fa muestra problerna, dejar que sea absarbido por el gel y antes de alcanzar el
nivel del gel, agregar solucién de elucién y colectar en fracciones de 1 mL. $e recomienda
un flujo de elucién de 1 gota por minuta. ‘

F)- Leer absorbancia a 280 nm y a 492nm. Determinar las fracciones anticuerpo-FITC,
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7.11 DETERMINACION DEL GRADO DE UNION IgGIFITC.

A)- Para determinar e} grado de marcado FITC-Ac, se diluye la muestra con buffer de dialisis
hasta una absorbancia <2.0.

B)- Se determina ABS a 280nm y ABS a 492 nm.

C)- Se célcula concentracion proteica:

ABS280nm - (ABS492nm X 0.35)
protgina(mg/mL)=

1.4
Donde 1.4 es reciproco de FITC-conjugado coeficiente molar.
E)- Moles de proteina:

proteina mg/mbL

mol=
1.6 X 10°
ABS 492 nm
FITC(mol)= ~mereememes
0.69 X 10°

Donde 1.5 X 10°= mol peso de inmunoglobulina.
y 0.69 X 10%= mol de FITC.

F)- Determinar grado fluorocromo/protelna (FIP):

mol FITC
FIP? —eer
mof proteina

/P de 1:5-6 es el resultado optimo.
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7.12 CO-CULTIVO DE CELULAS T.

En un co-cultivo poblaciones de linfocitos de pacientes y linfocitos de un donador normal
seronegativo HIV son estimulados mitogénicamente (independientemente) y después se
juntan.

A)- Alslar la fraccion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes
y de donadores seronegativos utilizando gradiente de Ficoll-Hypaque.

B)- Inocular 1 x 10° células en medio RPMI completo, suplementado con 1 pg/mL de
fitohemaglutinina.

C)-Células mononucleares de sangre periférica del donador normal de HIV seronegativo son
estimuladas de la misma manera. Este cultivo de linfocitos requiere ser mantenido con
interleucina-2.

D)- Incubar los cultivos a 37°C en atmosfera de 5% de CO, en una incubadora con 85% de
humedad.

E)-Tomar muestras de sobrenadantes de cultivo y células, a intervalos de 4 dias. Al tiempo
que se adicionan nuevas células de donador seronegativo estimuladas y medio de cultivo
fresco.

F)- El pico de expresion de virus en los co-cultivos como en cultivos primarios, usualmente
ocurre entre los dias 12y 21. En algunos casos, sin embargo, el pico ocurre antes del dia 12,
por esta razon, es importante monitorear apropiadamente los sobrenadantes de cultivo para
la deteccidn temprana de la expresion viral.

G)- Las células que se tomaron a diferentes tiempos son procesadas para ensayo de
inmunofluorescencia directa.

7.12.1 Aislamiento de linfocitos T.

A)- Colocar en un tubo para centrifuga, 3 mL solucién de Ficoll-Hipaque (Medio LSM,
Organdn Teknika), mas 9 mL. de la sangre del paciente heparinizada.

B)- Centrifugar a 650 g por 30 minutos.

C)- Descartar el sobrenadante con el objeto de eliminar la mayor cantidad posible de
plaquetas. ’

23



E)- Colectar la interfase, donde se encuentran los linfocitos T, transfiriéndolos en otro tubo
estéril.

F)- Lavar los linfocitos T recuperados 3 veces con 45 mL SAF a 350 g durante 10 minutos;
con el objeta de eliminar el Ficoll.

G)- Contar las células en cdmara de Newbauer y ajustar la concentracién de acuerdo al
método de inmunofluorescencia. Realizar la cuenta en los 4 cuadrantes de las esquinas.

# células totales
Células/mL= x factor difucién x 10*
# cuadrantes

Donde: 10* es considerando el volumen de los cuadrantes.

7.13 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

Luminiscencia es la emisién espontanea de luz, que ocurre durante el tiempo, en que las
moléculas regresan a un nivel de energia menar después del estado de excitacion. Cuando
esta reversion ocurre a una velocidad maxima de 10° segs. después de la excitacion, se
llama fluorescencia. Si la reversién dura mas de 10° se llama fosforescencia.

Las moléculas de anticuerpo se conjugan quimicamente a los fluorocromos, sin destruir su
especificidad inmunoldgica. Los colorantes empleados para su conjugacion son: isocianato
de fluoresceina (ICF), isotiocianato de fluoresceina (ICTF), derivados de rodamina, cloruro
de 1-dimetilaminonaftaleno sulfonico (DANSC).

La fluorescencia se utiliza en ensayos inmunolégicos para hacer evidente la reaccion Ag-Ac
en apoyo al diagndstico en la blisqueda de anticuerpos contra antigenos de numerosos
microorganismos y en infecciones y/o enfermedades.

7.13.1 Método directo.

En este método el conjugado se aplica diluido sobre el antigeno y no se utiliza un anticuerpo
secundario marcado con el fluorocromo, si no directamente.
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Ventajas.
A)- Se emplea un solo reactivo de tincion.
B)- Una vez que el conjugado ha sido titulado y evaluado, las reacciones requieren un

minimo de controles para establecer {a especificidad.

7.13.2 Ensayo en laminilias,
Preparacion de las laminilias.
A)- Lavar las células 2 veces con SAF.
B)- Suspender las células a ensayar a concentracion de 2 X10%mL en SAF.
C)- Calocar 10 6 20uL de las siguientes suspensiones de células en las laminilias, .

- Células a ensayar.

- Controf positivo. Células infectadas con VIH-1,

- Control negativo. Células libres de VIH-1.
D)- Secar con aire a temperatura de 4°C. Fijar las células, sumergiendo las laminillas en
acetona o metanol a 4°C por 10 min. Lavar con agua destilada para eliminar las sales de
SAF. La laminilla puede guardarse a -20°C 6 tratarse directamente.
E})- Bloquear con gelatina o albimina sérica bovina al 1% en SAF.
F)- Preparar el conjugado lgG-FITC anti-VIH-1 a la dilucion dptima probada. (Este reactivo
debe estar a -20°C evitando exposicién a la juz), Adicionar azul de Evans al 1% diluido en
proporcidn 1:100, Adicionar 100 ul de conjugado 1gG-FITC anti-ViH-1 en cada laminilia.
G)- Incubar de 30-45 min. a 37°C en camara himeda y oscuridad.
H)- Lavar 5 veces con SAF por 5 min con agitacion, para remover el excaso de conjugado;
concluir ¢f lavado con agua destilada 2 veces. Dejar secar con aire las laminillas.
1)- Adicionar una gota de fluldo de montaje sobre la superficle de la laminilla y calocar un
cubreobjetos.
J)- Refrigerar a 4°C en la obscuridad o leer inmediatamente utilizando un microscopio de
fluorescencia. ‘
K)- Leer con objetivos 40-100 X. Las células infectadas o positivas aparecen con
fluorescencia amarillo-verde; Jas células no infectadas o negativas aparecen de color rojo.
L)- Determinar el porcentaje de células positivas por evaluacion de 100 o 200 céiulas, o por
ciento de células positivas por campo.
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Consideraciones del ensayo:

A)- Dilucion optima de IgG-FITC.

B)- Comparar células posilivas y negativas en una mezcla.

C)- Hay mayor sensibilidad si se incuba las laminilias a 4°C toda la noche, porque optimiza

ta unién Ag-Ac.

7.13.3 Estandarizacion del ensayo de inmunoflucrescencia con lineas celulares.

Una vez obtenida la fraccion IgG anti-VIH-1 conjugada a isotiocianato de fluoresceina se
intenta estandarizar el ensayo de Inmunofluorescencia directa. La fluorescencia es un método
utitizado para determinar el ndmero de células productivamente infectadas con virus.
Dentro de las caracteristicas de destacar son que el ensayo no es caro, 8s semicuantitativo
y se puede hacer con células fijas o células vivas. El uso de células fijadas tiene la ventaja
principal de que el virus es inactivado por el procedimiento de fijacion. El ensayo de celulas
vivas es usado cuando se trabaja con antigenos labiles que pueden perderse durante la
fijacidn o cuando se emplea el citometro de flujo.

Para el ensayo con VIH-1, se realiza el ensayo con céluias fijas, por que el método de fijacion
no afecta las particulas antigénicas y por sequridad del operador.

Para la estandarizacion del ensayo de inmunofiucrescencia se utilizan lineas celulares de
linfocitos, infectadas y no infectadas con VIH-1 en diferentes proporciones.
A)-Cultivar y crecer las lineas celulares en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
de bovino al 10%:

1937 céiulas sin infectar con VIH-1. Contol negativo.

INB/MOLT células infectadas con VIH-1. Control positivo.
La linea celular U937 es derivada de células malignas de linfoma histiocitico, que expresa
la mayor parte de caracteristicas estructurales de la linea de monocitos-macréfagos.
La linea celular IB/MOLT es derivada de una linea de céiulas T CD4+ de humano. Las
células representan una clona de céiulas T con VIH-1/ (A3.01); es una clona infectada que
produce constantemente bajos niveles de transcriptasa reversa en sobrenadante.
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B)- Adicionar el medio de cultivo (RPMI 1640 + 10% Suero fetal bovino) a las células en

crecimiento.

C)- Incubar por 24h a 37°C, 5% de CQ, y 85% de humedad.
D)- Ajustar ta concentracién de células a una concentracion de 1x10° céls/mL.

Rotular los tubos y colocar el nimero de células de acuerdo a la siguiente tabla:

7 13.3.1 Determinacién de la concentracian dptima de células en el ensayo de IFA.

Tubo # células | vol (uL) dil 1:10 # Células vol.(lL)
HiB/Molt_| 1x10°C/mL | IlIB/Molt uas7 1x10°C/mL

1 0 - 0L 200000 2000
2 500 50 pL 189500 1995
3 2,500 0 250 197500 1975
4 5,000 50 - 195000 1950
5 50,000 500 - 150000 1500
6 100000 1000 - 100000 1000
7 200000 2000 - 0 0

A)- Centrifugar a 1000 g a 4°C por 15 min.

B)- Lavar 2 veces en SAF y resuspender en un volumen minimo de SAF (100 uL).

C)- Continuar con el proceso de inmunofluorescencia directa utitizando 20 pL de cada

muestra de los tubos 1-7, como se menciond anteriormente.
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8.0 RESULTADQS.

8.1 DETERMINACION DE PUREZA DEL ANTIGENO DE ViH-1.

ViH PM
200
gp120 16
974
66
966
aps5
gp51 45
gp
p3i 3
p24 25
pi7

145

Figura 3. La electroforesis realizada para el lisado viral de VIH-1, muestra la presencia
Gnicamente de las proteinas estructurales del virus, sin mostrar presencia de ninguna otra
proteina.

8.2 OBTENCION DE SUERO DURANTE LA INMUNIZACION.

inmunizacién tiempo mb. de suero
(dias) canejo 1 conejo 2
basal ] 1 1
1a 15 1 1
2a 10 1 1
3a 10 1 1
Final 18 50 55

Las muestras de sangre durante el periodo de inmunizacion se tomaron en la vena marginal
y al término de las inmunizaciones por puncion cardfaca.
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8.3 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-VIH-1 DURANTE EL ESQUEMA DE
INMUNIZACION POR INMUNO-BLOT.
Antigeno de VIH-1

conejot conejo 2
Inmunizacién
basal ninguno ninguno
1a inm. ninguno ninguno
2ainm. p17,p24 p17,p24,p51,p55,9p41
3ainm. p17.p24 p17,p24,p31,p51,p55 gpd1
4ainm. p17,p24 p17.p24,p31,p51,p55 gp41
Figura 4.
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FIGURA 4,

Ensayo de Inmuno-blot para las proteinas del VIH-1, con los sueros de los conejos 1y 2.

1, 4. Muestra posterior a la 2a Inmunizacion. (Conejo 1, conejo 2). 2, 5. Muestra posterior a la 3a
inmunizacién. (Conejo 1, conejo2). 3. Control positivo. 6. Control negativo. 7, 8. Muestra posterior
a la 4a. inmunizacién. (Conejo 1, conejo 2).
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8.4 TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO ANTI-VIH-1 POR ELISA.

Titulacién de suero hiperinmune al término de! esquema de inmunizacion.
Ambos conejos presentaron una buena respuesta de anticuerpos anti-VIH-1 por ELISA, con
titulos de 1:1500 Y 1:3000 respectivamente. Grafica 1.
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GRAFICA 1

Titulacién de fos sueros hiperinmunes
de conejo contra ol VIH-1 por ELISA.
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8.5 PURIFICACION DE LA FRACCION IgG DEL SUERO, POR PRECIPITACION CON
SULFATO DE AMONIO Y CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD CON PROTEINA A de §

aureus.
8.5.1 Precipitacion de Inmunoglobulinas.
Volumen inicial de suaro 10mL
volumen final solucién proteica 10mL
8.5.2 Curva estandar para la determinacion y cuantificacion de proteinas.

Se cuantificd proteinas precipiladas y del sobrenadante de precipitacion.

Hg de proteina Abs, 598nm,

25 0.186

50 0.332

75 0.434

100 0.530
solucion Ac's. 0.907
solucion 1:5 0.483
sobrenadante 1.050
sobrenadante 1:5 0.903

Calculo para la solucién de Ac's 1:5.
mg/mL= 8Bug x 5 x 10 = 4.4 mg/mL de proteina.
donde: 5 factor de dilucion,
10 parallevara 1 mL.
sedimento 4.4 mg/ml. de protefna total.
sobrenadante 9,64 mg/mL.
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8.5.3 PURIFICACION DE LA FRACCION
CROMATOGRAFICA DE AFINIDAD CON PROTEINA A DE Staphylococcus aureus.

IgG ANTI-VIH-1 POR COLUMNA

FRACCION VOL.(mL). ABS.280nm
1 1 3.383
2 1 1.80
3 1 0.146
4 1 0.003
"5 1 0
6 1 0
7 1 0
8 1 2.132
9 1 1.965
10 1 0.505
11 1 0.398
12 1 0.124
13 1 0.064
14 1 0.040
15 1 0029

Adicionando 2 mg/mL de proteinas en la columna; *cambio de SAF a SAC.

Las fracciones 8-11 fueron colectadas, y se dializarén; Obteniendo un volumen total de 7 mL.
E! primer pico indica fa estabilizacién y remocién de protefnas no adheridas a la columna
(lavados) hasta obtener una absorbancia de cero, el segundo pico indica la porcion donde
se encuentra la mayor conceniracién de IgG totales adheridos a proteina A (eluido).

Grafica 2.
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Purificacion de 'PO antlVIH4 en columna cromstografica
de sfinided afgel-agarosa-proleina A de S, enrvus.

8.8.4 Cuantificacién de proteinas de la solucién de IgG purificados.

Curva estandard.
ug de protelna/mb. abs, §98nm.
25 0.150
50 0.293.
75 0.408
100 0.520
MUESTRA 18.33 0.110
Célculo:

ug de anticuerpo/ml = 18.33 x 10 = 180.33 pg/mL.
Vol. finalde 7 mL  1.26mg. Rendimento 63%.

kx]



8.8 CARACTENZACION Y TITULACION DE LA FRACCION 1gG PURIFICADA.
8.6.1 Detecclion de antigeno viral con 1gG de conejo anti-ViH-1 por inmuno-biot.

Del suero hiperinmune de conejo contra of VIH-1 88 obtuvieron dos fracciones. En {a primera
fraccion que No fue adsorbidaenla columna con proteina A no presentd ninguna reactividad
an contra de las proteinas del VIH-1 por {nmunc-blot.

En el casode ia segunda fracclon, corresponde a 1as 1gG antl-ViH-1 en dilucién 1:5, y 188
proteinas raconocidas fueron p24ypi7 de ViH-1. Figura 5.

FIGURAG. ,
Reactividad de la fracclién IgG puriicada contra as proteinas del ViH-1.(Conejo 1).
119G ve ViH purificada. 2. Control positivo. 3.Control negativo.



8.6.2 Titutacion de fos 1gG anti-VIH-1 por ELISA.
Absorbancia 498 nm.

Log dilucién suero total | 1gG anti-ViH-1 C+ C-
0.69 ND ND ND ND
1.39 0.993 0.933 0.919 0.183
2.09 0.875 0.742 0.831 0.181
2.78 0.785 0.326 0.696 0.08
3.49 0.427 0.149 0.292 ND
4.19 0.151 0.131 0.13 ND

ND: No determinado, Grafica 3.
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TITULO DE LOS 1gG ANTI-VIH-1.

Muestra Titulo anti-VIH-1
(Log dilucién)

1gG anti-VIH-1 3.0

suero total 34

control + 3.2

control - <0.69

8.7 PURIFICACION DEL CONJUGADO IgG-FITC ANTI-VIH-1 POR FILTRACION EN GEL G25.

FRACCION vol. mL ABS 280nm  ABS 492nm
1 05 0.040 0.001
2 10 0.041 0.001
3 15 0.038 0.012
4 20 3.701 ND
dil 1:100 ND 0.056 0072
5 25 3.800 ND
dil 1:100 ND 0.096 0.180
6 30 1122 ND
7 35 0.407 0.714
8 40 0207 0321
9 45 0.132 0179
10 50 0.095 0.104
11 5.5 0.070 0.074
12 6.0 0.056 0.050
13 65 0.047 0.043
14 7.0 0.042 0.034
15 75 0.045 0.028
16 8.0 0.055 0.026
17 85 0.044 0.022
18 9.0 0.031 0,023
19 95 0.029 0019
20 10.0 0.033 0.014

Se tomaron las fracciones 4, 5y 6, se hace una poza y se calcula el grado de marcado FITC-proteina,
Grafica 4. ‘

Vol de fracciones= 0.5 mL.

vel.de flujo = 1-2 gotas/min.
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11gG anti-ViH-1 conjugado!

con FITC
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GRAFICA 4

Purificacidn del conjugado |gG anti-ViH-1
con FITC por fiitracldn en gel.

8,8 DETERMINACION DEL GRADO DE UNION IgG/FITC.

Se tomaran 10 pL del conjugado, se diluyen 1:50 y se leen en espectofotometro.
ABS 280nm = 0.062
ABS 492nm = 0.126

Célculo en la concentracién de proteinas.
mg/mL de protaina = 0.651 mg/mL de proteina. Rendimlento 65.1%.

mol proteina = 4.34x10°® moles de protelna,
Calculo en la concentracidn de FITC.
mol FITC = 9.05x10° moles de FITC

Grado fluorocromo/proteina
FIP = 20.85
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8.9 CO-CULTIVOS CON LINFOCITOS T DE PACIENTES.

El resultado de los ensayos de inmunofluorescencia paralos co-cultivos fue de un 5-10 % de
células positivas en el dia 11 de iniciado el co-cultivo. A los 21 dias aumento hasta un 35-40
% de células positivas.

El contorno de las células T de co-cultivo se presentan perfectamente fluorescentes por lo
que se consideran muestras positivas; las células rojas son negativas. Figura 6.

810 RESULTADO DE LA ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA CON LINEAS CELULARES.

8.10.1 Condiciones finales de ensayos de fluorescencia.

* A)- Los linfocitos deben ser separados por gradiente de Ficoll-Hypaque.

B)- Se fijan las células con metanol 4°C por 8-10 min.

C)- Las laminillas se colocan a 4°C por toda la noche.

D)- bloqueo de laminillas con Albtmina sérica bovina 3% por 30 min a 37°C.

E)- dilucién de conjugado 1:1000, en SAF-albimina sérica bovina 0,1%.

F)- Dilucién de azul de Evans al 1% de 1:100.

G)- Incubacién con el conjugado de 30-45 min.

8.10.2. Resuitado de IFA con las células IB/MOLT-HIV-1 y U937. _
Los ensayos de inmunoflucrescencia con las lineas célulares en la estandarizacion de
la técnica demuestran un 100% de células positivas en lalinea celular infectada con
VIH-1 [HB/MOLT y un 100% de células negativas para la linea célular U937 no
infectada. Figuras 7y 8. '
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FIGURA 6. Inmunofluorescencia de co-cultivo de paciente con SIDA, detec-
tado con anticuerpos fluorescentes contra VIH-1.

FIGURA 7. Inmunofluorescencia de células HIB/MOLT detectadas con anti-
cuerpos fluorescentes contra VIH-1 (control positivo).
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FIGURA 8. Inmunofluorescencia negativa de células U937 con anticuerpos
fluorescentes contra VIH-1 (control negativo).
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9.0 DISCUSION.

Los titulos de anticuerpos anti-VIH-1 generados fueron de 1:1500 y 1:3000 por ELISA con
el uso de! antigeno de VIH-1, a una conceritracion de 1mgimL, y 275 ug de proteinas totales,
durante todo el esquema de inmunizacion. En el esquema de inmunizacién la primera dosis
representa la mayor y posteriormente se aplicaron dosis de refuarzo con menor cantidad de
antigeno, la respuesta de anticuerpos en los conejos se observé desde la segunda dosis
aplicada, y se incrementd al completarse las siguientes inmurizaciones.

El recanocimiento de tos sueros hiperinmunes a las diferentes proteinas virales, demuestra
una predominancia de p17, p24 en el primer conejo; y de p17, p24, gp31, gpd1, gp55; en
el sagundo conejo, considerando la ausencia de la glicoproteina gp160 debido a que son
subunidades proteicas menores (gp41, gp120); y que la gpi120 se detectd en menor
concentracion que las demas (figura 3); dado que ef antigeno utilizado, fue un lisado viral
de VIH-1, proveniente de un cultivo. Cabe sefialar que en el analisis de este lisado no se
detectaron proteinas provenientas de la linea celular humana HYHTLVIN® (linea celular
derivada de células T) en la cual fue cultivado el VIH-1, por lo que no se encontrd reaccion
cruzada aj enfrentar os anticuerpos con las células mononucleares de humano.

La proteina p24 es unimportante marcador en (a progresion de la enfermedad.®!” Debido
a la utilidad que esta proteina representa en el diagnostico, se considerd el wilizar
principalmenta el antisuero obtanido, contra p24 y p17.

El co-cuftivo es uno de los métodos mas sensibles y confiables utilizados para aislar y
determinar o verificar la infeccién de fas células mononucieares con el VIH-1; en el se
determina actividad de transcriptasa reversa y antigeno p24 en sobrenadante por ELISA,
el co-cultivo representa un método lento por examinar muestras de hasta 30 dias o en
ocasiones mayor tismpo y relativamente caro por necesitar examinar un gran nimero de
sobrenadantes. >4
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Dada la necesidad de contar con nuevos métodos que permitan la deteccion temprana de
virus o ag p24 de co-cultivos y la disminucion de costos, se realizo la purificacion de la
fraccion IgG anti-VIH-1, para optimizar los procesos para el marcaje con isotiocianato de
fluoresceina y Ia estandarizacion de un ensayo de inmunofluorescencia. Ei rendimiento dei
conjugado que se obtuvd, fue de 10°y una concentracion de 1 mg/mL de proteinas totales,
para 40,000 células provenientes de pacientes infectados con ViH-1.

En el co-cultivo se toman sobrenadantes cada 3 dias, hasta completar 28 dias y se
determina antigeno p24; se ha encontrado que a partir del la 2a semana de iniciado el co-
cultivo algunas muestras pueden ser positivas, considerando positivo un co-cultive mayor
de 30 pg del antigeno p24.* Aunque algunos resultados pueden ser positivos hasta los 30
dias de iniciado el co-cuitivo 6 en ocasiones hasta 60 dias.®

En los ensayos de inmunofluorescencia realizados, después de estandarizado el método,
se determind positividad de al menos una célula fluorescente en un ensayo, dado que el
control negativo fue siempre del 100 % de células negativas. Se encontrd que al término
del dia 11 después de iniciado el co-cultivo fue posibie detectar en los casos positivos, de
un 5 a 10 % de las células cultivadas; lo que anticipa la evaluacién de un problema y se
reduce el tiempo de 10 dias de co-cultivo. Al compararse éstos resultados con el método de
ELISA para la determinacion de ag p24 que detecta de 30 pg en adelante, generaimente
detectados a parlir del dia 21 de co-cultivo en el diagnéstico de (a infeccion.***

En el dia 21 se encontrd de un 35 a un 40 % de células positivas a VIH-1 por tFA en las
células cultivadas, lo que da un margen de seguridad en el resultado del co-cultivo.
Observandose una correlacion de 100 % en ELISAy los ensayos de tFA con el conjugado
obtenido.

Se podria inferir un punto de corte para las céluias en el ensayo cercano al 1 % de céluias
fluorescentes para dar como positiva la prueba 3.
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Algunos estudios ravelan que con la introduccion de terapias antivirales, como en el caso
de la zidovudina los niveles de antigeno p24 en pacientes ha disminuido, y asimismo la
carga viral; en este sentido las muestras de pacientes infectados con VIH-1 que reciben
terapias antivirales, se esperaria un co-cultivo con mayor tiempo y mayores costos.

A lafecha sa realizan estudios que podrian recibir apoyo de la inmunofiuorescencia, como
son los realizados con células de sistema nervioso central (SNC) en recién nacidos, nifios
y adultos en los que se diagnostica e investiga [a infeccion por VIH-1y en los que se reporta
la deteccion de antigeno p24 en sobrenadantes a los 57 dias y en ocasiones hasta los 90
dias de co-cultivo.*™®

Algunos otros estudios de investigacion revelan que cepas como la HIV-IIIB puede
desarrollar in vitro la infaccion muy lentamente y otras como HIV-IADA puede producir
incrementos progresivos de antigeno p24, como indicador del desarrollo de la infeccidn en
células hematopoyéticas; por lo que la deteccion de p24 puede ser mas lenta para algunos
virus.*®

El conjugado obtenido puede ser utilizado como alternativa en la identificacion de co-cultivos

positivos en y como apoyo en la determinacion de antigeno p24 en sobrenadante. Otros
usos futuros como deteccién de p24 en muestras clinicas serdn exploradas,
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10.0 CONCLUSIONES.

1. La respuesta hiperinmune inducida en conejos se logro utilizando 275 g de lisado
viral de VIH-1, en un término de 7 semanas; obteniendo titulos por ELISA de 1:1500
a 1:3000.

2. Se abtuvo un rendimiento de Inmunoglabulina G purificada por cromatografia de
afinidad con protefna A del 63%.

3. La Inmunoglobulina G purificada presénté un titulo final por ELISA de 1:1000, y
reconacid las protelnas estructurales de VIH-1, exclusivamente p17 y p24.

4. Se abtuvo un rendimiento final de conjugado 1gG-FITC anti-VIiH-1 purificada por
filtracién en gel del 65.1% y un grado fluoracromo/proteina de 20.85.

5. Selogro obtener un ensayo de inmunofluorescencia en el co-cultivo para la deteccion

de actividad biclégica de VIH-1, de menor costo y tiempo; comparado con la
determinacion de p24 por ELISA reportado en bibliografia.
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11.0 APENDICE.
Preparacion de reactivos:

- Solucidn de dializado
0.1 M tris-Cl, pH 7.4
0.1 % PIV de azida de sodio (NaN).
0.2 MNaCl.
Ajustar pH a 7.4 con NaOH y guardar a 4°C.
H,0 desionizada

- Solucién amortiguadora de boratos.
0.05 M de &cido bérico.
0.2 M NaCl.
ajustar a pH 9.2 con NaOH y guardar a 4°C.
Preparar este buffer 2 semanas antes de ser utilizado.
H,0 desionizada

- Solucion amortiguadora de citratos.
Acido citrico 0.730g
Na,HPO,  1.180g
H,0 desionizada. 1litro.

- Solucidn saturada de sulfato de amonio(SAS).
Sulfato de amonio
H,0 desionizada
Disolver el sulfato de amonio hasta saturar por completo la solucién. Calehtar un
poco para facilitar la disolucion.



- Solucion salina isotdnica.(SSI).
NaCl 0.85%.
H,0 desionizada.

- Solucién amortiguadora de fosfatos.(SAF)
Na,HPO, 54g¢g

NaCl 169
KH,PO, 549
Kel 0.4qg

H,0 desionizada
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