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“Las REFLEXIONES”

“No se puede construir una casa sin clavos en la madera. Si no quieres que un hombre se sienta politicamente
desgraciado, no le ensefies dos aspectos de una misma cuestion para preocuparle; enséfiale sélo uno. O mejor ain, no le
des ninguno. Haz que olvide que existe una cosa llamada guerra”. “Dale a la gente concursos que puedan ganar
recordando |a letra de las canciones més populares o los nombres de las capitales de Estado o cuinto maiz produjo lowa
el afio pasado. Atibérralo de datos no combustibles, linzales encima tantos < <<hechos>> que se sientan
abrumados, pero totalmente af dia en cuanto a informacién, Entonces, tendrén la sensacién de que piensan, tendrén la
impresion de que se mueven sin moverse. Y sern felices, porque los hechos de esta naturaleza no cambian, No les des
ninguna materia delicada como Filosofia o Sociologfa para que empiecen a atar cabos. Por ese camino se encuentra la
melancolia, Cualquier hombre que pueda desmontar un mural de televisidn y volver a armarto luego, y en fa actualidad
la mayoria de los hombres pueden hacerlo, es mis feliz que cualquier otro que trate de medir, calibrar y sopesar ef
Universo, que no puede ser medido ni sopesado sin que un hombre se sienta bestial y solitario, Lo se, lo he intentado. iAl
diablo con ello! Asf pues, adelante con los dlubes y las fiestas, los acrébatas y los prestidigitadores, los coches a reaccién,
las bicicletas, los helicSpteros, of sexo y las drogas, m4s de todo lo que esté relacionado con los reflejos automiticos.”
Capitdn Beatty
en “Fahrenheit 451"
de Ray Bradbury.

“Y tengamos presente una cosa: no somos importantes. No somos nada.
Algin dia, 1a carga que llevamos con nosotros puede ayudar a alguien. Pero
incluso cuando tenfamos los libros en la mano, mucho tempo atris, no
utilizamos lo que sacibamos de ellos. Proseguimos impertérritos insultando a los
muertos. Proseguimos escupiendo sobre las tumbas de todos los pobres que
habian muerto antes que nosotros. Durante la proxima semana, el préximo mes y
el proximo afio vamos a conocer a mucha gente solitaria. Y cuando nos
pregunten lo que hacemos, podemos decir: <<Estamos recordando.>> Ahi es
donde venceremos a la larga. Y algin dia recordaremos tanto, que construiretnos
la mayor pala mecanica de la Historia, con la que excavaremos la sepultura mayor
de todos los tiempos, donde meteremos la guerra y la enterraremos.”

George

“Fahrenheit 451~
de Ray Bradbury.




“Sin laboratorios, los hombres de ciencia son como soldados sin armas”
Louis Pasteur

I'm living in the wierdest dream
Where nothing is the way it seems
Where no one’s who they need to be
Where nothing seems that real to me

How can we build our lives upon

No wall of stone, no solid ground

The world is spinning endlessly

We're clinging to our own beliefs

“Born of Frustration™

James

“But what | have found over the years is that science is as much a belief
system as religion and each belief system is best left in its own domain,
rather than trying to usurp the ground of the other. With both religion and
science, we're talking about what we believe is true. And in both cases, if
we're wrong, we may end up in a place the religious among us might call
hell”

C. ].Peters
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Abreviaturas

a.r.
cbp
CL
DMSO
ICD
IL2
L.C
Lin
Mf
PBMC

PBS
PHA
RE
RS

RS-IL2
RS-SHA
RS~SHA-IL2
SFB

SHA

SHA’

Aumentos reales (en microscopia)

...cuanto baste para...

Concentrado leucoplaquetario

Dimetil sulféxido

Disociacion acida de complejos inmunes (siglas en inglés)
Interleucina 2 (recombinante)

Linea de corte del ELISA

Linfocitos

Macréfagos

Células mononucleares de sangre periférica (siglas en
ingiés)

Solucién salina isoténica de fosfatos

Fitohemaglutinina

Reticulo endoplasmico

RPMI-1640 y L-glutamina, enriquecido con 10% suero fetal
bovino inactivado por calor (57°C, 30 minutos)

RS mas 10 U/mL IL2 {recombinante)

RS mas 10% lote de suero humano serotipo A

RS més 10% SHA y 10 U/mL IL2 (recombinante)

Suero fetal bovino (inactivado por calor)

lote de suero humano serotipo A (sin complemento;
inactivado por calor)

Lote de suero humano serotipo A




RESUMEN

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ha sido ampliamente
estudiado en los Udltimos quince afios, lo cual ha ocasionado grandes
avances en las dreas biomédicas e incluso se ha logrado mejorar y alargar
la vida de los afectados; pero ain hay muchos aspectos asociados a la

patogenia del VIH que no son claros.

Sin un modelo animal apropiado para estudiar al VIH, el cultivo
celular sigue siendo la principal herramienta de investigacién biolégica.
Para una mejor comprension de la infeccion por el VIH son necesarios
sistemas de cultivo poco restrictivos que permitan el aislamiento de una

mayor variedad de cuasiespecies virales en poco tiempo y a bajo costo.

En este estudio se desarrollé un sistema de cultivo que permite la
convivencia de linfocitos y macréfagos derivados de células mononucleares
de sangre periférica recién obtenidas e incluso congeladas, empleando un
medio de cultivo que contiene suero humano e IL2. Se estandarizaron las
condiciones de cantidad celular éptima al inicio de cultivo, el medio de

maduracion para macréfagos y el tipo de placa de cultivo a usar.

Los cultivos fueron permisivos a la infeccién tanto con virus
prototipo lilb a bajas dosis infecciosas como con plasmas criopreservados
de pacientes. Son necesarios andlisis genéticos que permitan identificar a
las poblaciones virales obtenidas en estos cultivos y compararlas con los

virus presentes en las muestras bioldgicas ensayadas.




1. INTRODUCCION
1.1 Ptanteamiento del problema

Se ha demostrado que dentro de un mismo paciente infectado por el
Virus de Inmunodeficiencia Humana, coexisten infinidad de cuasiespecies
virales que pueden estar circulando por los fluidos corporales o en estado
latente integradas como provirus. Cada cuasiespecie tiene un tropismo
particular por una o varias estirpes celulares, segin sea su capacidad para
utilizar los correceptores celulares, pero basicamente las principales
estirpes celulares infectadas por el VIH son los linfocitos y los

monocitos/macréfagos mediante ciclos virales particulares.

Sin un modelo animal apropiado para estudiar al VIH, el cultivo
celular sigue siendo la principal herramienta de investigacion biolégica.
Cuando se realiza un aislamiento viral /7 vitro ocurre una seleccién viral
segin sea el material biolégico cultivado y el sistema de cultivo empleado.
En el cultivo tradicional de células mononucleares de sangre periférica
activadas con un mitégeno inespecifico (PHA)} principaimente se fogra el
aislamiento de algunas cepas linfotrépicas o de tropismo dual. Para ‘el
cultivo de virus monotrépicos en ocasiones se requieren cultivos que

contengan células monociticas.

Para una mejor comprension de la infeccion por el VIH son
necesarios sistemas de cultivo mas complejos y menos restrictivos que
permitan el aislamiento de una mayor variedad de cuasiespecies virales, en

poco tiempo y a bajo costo.




1.2 Objetivo

Estandarizar las condiciones de un cocultivo de linfocitos vy
macrofagos (cultivo mixto) que favorezcan la infeccién productiva por las

diferentes cuasiespecies de VIH presentes en plasmas congelados.

1.3 Hipotesis

Si tanto los linfocitos como los macréfagos son las células mas
susceptibles /n vivo a la infeccidn por el VIH y considerando el variado
citotropismo viral en las muestras bioldgicas, el desarrollo de un sistema

de cocultivo de linfocitos y macréfagos permitira el aislamiento de una
mayor variedad de cepas virales. En este caso se probarin plasmas

criopreservados.




2. ANTECEDENTES
2.1 La Epidemia

El primer caso del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
fue descrito en 1981 en los Estados Unidos. Al inicio, el SIDA fue
relacionado unicamente a la homosexualidad masculina, pero entre 1982 y
1983 surgieron casos tanto de mujeres que tenian relaciones sexuales con
enfermos de SIDA, asi como de pacientes hemofilicos y otros receptores de

hemoderivados! .

En 1983, se aislé un nuevo retrovirus a partir de nédulos linfaticos de
pacientes con SIDA?: fue Hlamado LAV (Lymphadenopathy-associated virus)
por Montagnier, HTLV-1Il (Human T-lymphotropic Virus type i) por Gallo y
ARV (AIDS-Associated Retrovirus) por Levy. Hasta 1986 se adoptd
internacionalmente el nombre de HIV (Human Immunodeficiency Virus)? o
por su traduccién al espafiol, VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana),

como sera referido en esta tesis.

Mas de 15 afios de epidemia® han transcurrido dejando (hasta
noviembre de 1998) 33.4 millones de seres humanos infectados* e
incertidumbre en muchos aspectos inmunoldgicos y virolégicos asociados
al VIH/SIDA, pero también se han logrado avances cientificos que mejoran
e incluso alargan la vida de los afectados y nos aproximan al desarrollo de

una terapia y/o profilaxis efectiva contra el VIH/SIDA.

Se sabe que el VIH se transmite principalmente por via sexual, a
través del semen y secreciones vaginales, teniendo a las enfermedades de
transmisién sexual de tipo ulcerativo o inflamatorio como factores

predisponentes; también se transmite por via sanguinea (transfusiones,
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érganos y tejidos, hemoderivados y por agujas o jeringas contaminados) o

por via perinatal (durante el embarazo, parto y/o lactancia)'- 5. 6.

Las personas infectadas por el VIH han sido refacionadas a grupos
sociales marginados, de baja escolaridad y acceso limitado a servicios de
salud, sean de paises industrializados o en desarrollos. En Africa y en el
sudeste asiatico se presenta el mayor nimero de casos, con incrementos
hasta del 100% en la prevalencia poblacional del VIH en el dltimo lustro.
Pero la epidemia que ha logrado avanzar sobre todos los paises y niveles

sociales, continuara evolucionando, segun los factores de cada region®.

2.2 El caso de México

La epidemia del ViH/SIDA en México puede dividirse en 3 etapas: la
primera, desde 1983, cuando se diagnostica el primer caso de SIDA, hasta
1986, al implantarse el control y diagndstico de sangre y hemoderivados, a
la vez que se impide su comercializacion; en este periodo la epidemia
crecia lentamente, atacando principalmente a hombres homo/bisexuales.
La segunda etapa ocurre de 1987 a 1990, cuando el nimero de casos
crecié exponencialmente. A partir de 1991, la epidemia desacelera su

crecimiento pero los reportes de transmision heterosexual aumentans. 7.

La prevalencia de la infeccion por VIH en México ha oscilado entre
0.05 y 0.09 %; la principal forma de transmisién continda siendo la sexual
(89% de casos) seguida por la sanguinea { 9% )S. En el grupo de adultos de
25 a 34 afios, la muerte por SIDA ha tenido cada vez mayor impacto: en
1991 fue la cuarta y en 1996 la tercera causa de muerte en hombres, pero
en las mujeres mexicanas pasé de la decimoquinta causa de muerte hasta

ser la sexta en el mismo periodo?.




2.3 Biologia del Virus de Inmunodeficiencia Humana
Estructura viral

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 se clasifica dentro de

la familia Retroviridae, género Lentivirus®. Seglin su material genético es un

virus con 2 copias de RNA de cadena sencilla (+) que utiliza la
retrotranscripcion e integracion al genoma celular para sintetizar nuevas
particulas virales. Sus viriones maduros miden entre 100 y 130 nm de

diametro?.

El VIH consta de una bicapa lipidica externa, como envoltura, que
proviene de la membrana celular del hospedero, pero ademds cuenta con
glicoproteinas virales, asociadas generalmente en trimeros o tetrameros. La
glicoproteina de superficie SU".'9 (gp120) estd unida de forma no covalente
a la también glicoproteina transmembranal TM (gp41), estos oligémeros
son fundamentales para la actividad bioldgica del viridn, pues son el sitio
de interaccion y fusion con las células blanco; la presencia de tales
oligémeros constituye hasta 10 nm del tamafio det virus y por tanto son

facilmente identificables por microscopia electrénicas.

Debajo de la envoltura esta la matriz viral, presumiblemente de
forma icosaédrica y formada por p17 (figura 1). Al interior se encuentra la
capside que semeja a un. cono y esta constituida por la proteina viral mas
abundante en la particula, CA (p24). Dentro del cono existe el material
necesario para la sintesis del provirus'é: las proteinas estructurales NC
(p17), LI (p6), tas enzimas PR {p15), RT {(p51 y ribonucleasa H p66), IN
(p11), mas 2 cadenas idénticas de RNA y un par de iniciadores tRNALs

¥ Por convencion, las proteinas codificadas por los retrovirus se nombran por siglas de 2
letras, para evitar discrepancias en los pesos moleculares y para hacer comparaciones

entre miembros de esta familia viral
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Figura 1: Diagrama estructural del VIH

(tomado de Gelderblom 9)

N LENTIVIRUS (HIV-1) "°C

El VIH es considerado un retrovirus complejo!!, pues ademas de

contener los genes y productos comunes a esta familia viral, gag-po/-env,
cuenta con rev y tat (Tabla 1), cuyos productos posiblemente no asociados

al virus son capaces de regular el ciclo de replicacion viral. El VIH tiene un
genoma con varios marcos de lectura alternativos que forman sus genes
reguladores y accesorios, ademas de contar con variados procesamientos
postranscripcionales (mas de 30 RNAm virales!?), Esta compleja estructura

genética permite al ViH regular su expresién dentro de la célula hospedera.

Ciclo viral

El virus maduro interacciona con la célula blanco mediante la
proteina gpl20, que se une inicialmente al receptor CD4 expresado
principalmente por los linfocitos T cooperadores y las células
monociticas'4; se postula que gp120 sufre un cambio conformacional que
expone un dominio de union para otra proteina celular transmembranal,

llamada correceptor’s (ver seccion siguiente).




Tabla 1: Los genes y las proteinas del ViH-1

Precursor

Gen ) Proteina Presente Funciones esenciales
proteico _
Estri.léturales; en el virién
gag |Pr559a¢ |MA [p17 v Forma la matriz viral
CA |p24 v Forma la cipside
SP1 v Péptido espaciador dentro de la cipside
NC |p7 v Forma la nucleocapside.
Estabiliza al dimero de RNAv
sp2 v Péptido espaciador dentro de la capside
LI pb v Ensamblado correcto de la capside y unidn
a envoltura
pol |Pr PR |pi15 v Protedlisis postraduccional de proteinas
160929-p0! virales
RT |p66 4 DNA polimerasa RNA dependiente
p51 v RNAsa H
IN {p32 v Endonucleasa para Integracién del provirus
env [Pr160env|SU [gp120 v Glicoproteina externa. Une a receptores
celulares y determina tropismo
™ |gp41 e Glicoproteina  transmembranal.  Fusion
celular y ensamblado viral en membranas
Requiadores|
tat Tat [pl14 No* Transactivador transcripcional del LTR
rev Rev (p19 No Aumenta transcripcién  y  exportacién
o nuclear de RNAv '
Accésorlos: £
vif vif [p23 Wi Aumenta infectividad. Indispensable para
replicar en PBMC y ayuda en el ensamblado
vor Vpr {p18 v Aumenta transcripcién, principalmente en
macrofagos. Establliza el complejo de
preintegracién
vpu Vpuipl6 No Aumenta liberacién viral. Une a CD4 vy
MHC-I a nivel de RE impidiendo que llegue
a membrana
nef Nef |p27 No* Regulador de replicacion viral. Participa en
el transporte proteico Intracelular, Posible
superantigenc

RE: reticulo endoplasmico

*Aln no esta bien definida la presencia de algunas
proteinas reguladoras y accesorias en el virién,

Tabla adaptada de las referencias 13,14y 15.




A la union le sigue la fusién membranal independiente del pH. Las
primeras etapas del ciclo viral no estan claramente definidas pero se ha
propuestoc que la interaccién gpl20-CD4 genera un cambio
conformacional en gp120, que permite la separacion de SU-TM. La
exposicidén del dominio amino terminal de TM, altamente hidrofébico,
permitiria su penetracion a la membrana celular o su unién con otra

proteina membranal aiin desconocida.

Estas interacciones son casi indispensables para lograr la infeccién
viral, aunque el virus pueda infectar células sin CD4 o correceptores, esto

ocurre con mucha menor eficiencia,

Una vez dentro, la cdpside comienza a desestabilizarse gracias a la
ciclofilina A'6, Se ha sefialado que la sintesis del DNA viral de doble cadena
ocurre antes de la entrada al nicleo, aunque hay discrepancias respecto a
la presencia de CA y MA durante la entrada. La doble cadena de DNA
circularizado, NC, U, Vpr, IN y tal vez CA forman el llamado complejo de
preintegracién, el cual debido a su adecuada interaccion con el
citoesqueleto es transportado hasta el niicleo durante la interfase celular.
Se nombra provirus al DNA viral ya integrado en e! genoma celular. Las
fases siguientes del ciclo de replicacién dependerin de los sistemas

celulares, parcialmente dirigidos por el virus.

El inicio de la transcripcién proviral ocurre por la interaccién de
factores celulares reguladores de la transcripcion sobre el segmento 5’ del
provirus (LTR), tal region aunque no codifica para ninguna proteina cuenta
con miltiples sitios de unidn para tales factores. Los primeros genes en

traducirse serdn tat, revy nef, cuyo papel en la regulacién de la expresion

viral permitira el establecimiento de una infeccién productiva o de un

estado latente. Tales transcritos serdn sometidos cuando menos a doble




procesamiento (spficing), mientras que los RNAm tardios de genes

estructurales conservardn su caracter policistrénico y tendran menos

procesamiento.

Los mecamnismos para transportar las proteinas virales hacia la
membrana asi como los factores celulares asociados no han sido bien
descritos. El precursor Pr160c es cortado por una proteasa celular,
formandose TM y SU que seran N-glicosiladas en el aparato de Golgi.
Posteriormente estas glicoproteinas se incluyen en fa membrana de
vesiculas de transporte que se fusionaran con la membrana celular. Una
vez ahi, la TM interacciona con los productos de Pr55929, para comenzar el
ensamblado de la particula viral. Es posible que el procesamiento de éste
precursor ‘ocurra durante o después de la gemacién (budding) de la
particula viral'é, Luego de la salida de} virién inmaduro, que mide entre 120
Y 140 nm de diametro, hay cambios estructurales que ocasionaran una
disminuciéon aproximada de 20 nm en el didmetro de la particula y la
formacion de la capside en forma de cono, claramente distinguible por
microscopia electrénica® entonces se considera como una particula
madura y posiblemente capaz de reiniciar el ciclo.

En algunas células, como los macréfagos, el proceso es algo distinto,
pues el virus en vez de ensamblarse en la membrana celular, lo hace en la
membrana del reticulo endoplasmico y se acumula en grandes cantidades
en vacuolas citoplasméticas, aunque sea escaso el virus encontrado

extracelularmente!?.15,

La particula viral puede infectar muchos tipos celulares, pero también
puede transmitirse de célula a célula'9, resultando en algunos casos Ia
fusion de membranas y la formacién de sincicios (fenémeno dependiente

de la temperatura que involucra carbohidratos y glicolipidos de ambas
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membranas celulares). Este efecto citopatico ha sido claramente atribuido a

ciertas mutaciones en la regién V3 de la gp120 viral2s.

Considerando (nicamente la capacidad de un aislado viral para
formar sincicios en cultivo con la linea linfocitica MT2 es posible clasificarlo
como inductor de sincicios (SI) o como no formador de sincicios (NSI),
aunque esta clasificacion sea independiente de que el aislado pueda formar
sincicios en cualquier otro cultivo. Por tanto es posibie encontrar aislados
virales clasificados como S!, pero que no tienen efecto citopatico en
cultivos de PBMC44 y el caso contrario de aislados NSI, pero capaces de

formar sincicios en cultivos de otras lineas celulares2o,

Se ha seftalado gue el proceso de infeccién célula-célula es hasta 100
veces mds eficiente que la infeccién con virus libre en lineas celulares?! e
incluso ocurre en presencia de anticuerpos neutralizantes. Por otra parte
los macrofagos también pueden transmitir el virus a células vecinas
mediante pseudépodos lamelares2? que generan el microambiente propicio

para el proceso,
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Correceptores y tropismo

En 1996 fueron descubiertos los segundos receptores o
correceptores indispensables para la infeccidn del VIH a células CD4
positivas23. 24, Estas moléculas transmembranales, asocladas a protelna G,
son el sitio de unién para una amplia variedad de citocinas quimiotacticas
(quimiocinas). En la actualidad se conocen mds de 10 correceptores para el

VIH-1; en la tabla 2 se enlistan los mas importantes.

Tabla 2: Algunos correceptores del VIH y

las células que los expresan

Correceptor Ligando (Quimiocina) {Células CD4+ que lo expresan | Fenotipo Viral
favorecido

CXCR4 SDF-1 Macréfagos, LT (naive) |
CCRS MIP1-a, MIP1-B, RANTES  |Macréfagos, LT (memoria) NSI
CCR2b MCP-1,23v 4 Monocitos, LT SI
CCR3 RANTES, MCP-4, Eotaxina LT, Macréfagos NSI
STRL33 ? PBMC NSt
GPR15 ? Macréfagos, LT NSI

LT: linfocitos T. NSI: virus no inductor de sincicios. SI: virus inductor de sincicios
Tabla adaptada de referencias 15 y 25.

Los virus que utilizan CCRS, los mis transmitidos por la via sexual,
han sido frecuentemente aislados al inicio de la infeccidn2é, presentando el
fenotipo no formador de sincicios (NSI} y generalmente infectan cuitivos
monociticos pero no lineas celulares de linfocitos T28; Connor2é demostré
gque estos virus pueden competir con las guimiocinas RANTES, MIP1-¢ y
MIP1-p por el uso del correceptor CCR5 en un fenémeno dependiente de la

concentracion.
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Conforme avanza la infeccion emergen cuasiespecies virales que
pueden usar otros correceptores tales como CXCR4, lo cual se ha
propuesto como un método de escape a las presiones inmunolégicas?e,
pues la aparicién de estas variantes es un factor asociado con la progresién
a S5IDA?7, Estas otras cepas virales, generalmente con el fenotipo inductor
de sincicios, se aislan principalmente de pacientes en estados avanzados
de la infeccién e incluso antes de la disminucién de linfocitos T CD4+26;
estos virus con tropismo a los linfocitos mencionados y sus lineas
celulares, pueden aislarse en cultivos de células mononucleares de sangre
periférica de pacientes sintomaticos, pero escasamente en cultivos

monociticos?s.

El citotropismo no puede explicarse sélo por la capacidad para usar
ciertos correceptores, pues se ha logrado infectar macréfagos homocigotos

a cer5-432 (eliminacion de 32 pares de bases en ccr5 que impide su

expresion en la membrana) con un virus que usa tanto CCRS como
CXCR429,

Por otra parte, hay datos sobre cepas virales que usan a CCRS pero
que no son monotropicas3®s’, Los linfocitos T CD4+ y macrofagos
coexpresan temporalmente CCRS y CXCR4 (tabla 2), pero eso no implica
que esas células sean infectables por todas las variantes virales25,
Recientemente se ha descrito que las proporciones de expresion de
CD4/CCR5 y CD4/CXCR4 en la membrana celular son importantes para
lograr una infeccién eficiente por el VIH31.32, Es posible que el tropismo
viral no se asocie Unicamente a los receptores celulares y a cambios en la
gpl120, sino también a su cantidad, procesamiento postraduccional e
interaccion con otras moléculas de superficie durante la inteéraccién virus-
célula; incluso mecanismos intracelulares como transducciones de sefal e

interaccién can el citoesqueleto pudieran estar involucrados.
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2.4 Respuesta inmune del hospedero

Las estrategias del VIH para evadir la respuesta inmunolégica, como
son el control de su replicacion, mimetismo y variabilidad gendmica,
pudieran causar la gran heterogeneidad de respuestas interindividuales e
incluso individuaimente variadas a lo largo del tiempo tanto a nivel celular

como humoral.

Auln asi, se ha delineado la historia natural de la infeccion, aunque
los procesos que ocurren durante la primoinfeccién estan virtualmente
basados en resultados del modele de inmunodeficiencia en simios33. Se
reconocen 3 etapas de la infeccion por el VIH en adultos:

¢ Infeccion primaria
» Etapa de persistencia y latencia clinica
» Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

ETAPA DE INFECCION PRIMARIA: Después de la entrada del VIH al
organismo por las mucosas o directamente a sangre, en las siguientes 4 a
8 semanas algunos pacientes presentan un cuadro clinico no
patognomoénico: una mononucleosis de etiologia viral con linfadenopatia3?,
Los niveles de linfocitos T CD4+ disminuyen mientras la carga viral
(cantidad de viriones en un volumen de sangre) es elevada pero
genomicamente homogénea, lo cual ocurre antes de que sean detectables

los anticuerpos anti-VIH en sangre.

Las cepas con tropismo monocitico son las predominantes en esta
etapa lo que conduce a la hipotesis sobre una seleccién viral durante la
transmision por via sexual y perinatal o tal vez exista transmisién de
muchas cepas distintas que por sus caracteristicas y por el medio al que

llegan, so6lo sean algunas las que logran establecer la infeccién2s.
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células infectadas

Figura 2: Historia natural de la infeccion por VIH
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Segun los resultados de los estudios en simios, al entrar en contacto
con el sistema inmunoldgico, el VIH seria llevado al nédulo linfitico mas
cercano para ser procesado, presentado y asi desarrollarse la respuesta
adaptativa necesaria3®. En el proceso, linfocitos T, B y macréfagos habrian
de ser activados en un microambiente que también favorece la replicacién
del VIH en células CD4+, pero que a veces causa apoptosis tanto de células

infectadas como de no infectadas3s.

El VIH ocasiona una infeccién productiva con mayor facilidad en los
linfocitos T que se encuentren en estado activado. Al tiempo de generarse
una respuesta anti-VIH o ante cualquier inmundgeno, se produce la
activacion y se favorece esta infeccién viral. Es posible que el virus se
disemine a otras regiones antes de que la respuesta inmune sea efectiva, lo
cual se refleja en la carga viral elevada e incluso antigenemia (p24) en

sangre periférica.

Hacia el final de esta etapa, disminuye la viremia, casi en correlacidén
con el aumento de los linfocitos citotéxicos anti-VIH (CTL) y mucho antes
que los anticuerpos neutralizantes sean detectables. Los linfocitos T CD4-+
casi recuperan sus niveles normales (Figura 2A).

Desde esta etapa iniciaria el posible fenémeno de
compartimentalizacién viral, que pudiera suponerse por varias evidencias:
las diferencias encontradas en las poblaciones virales de semen con
respecto a las de linfocitos en sangre periférica desde etapas
asintomiticas de la infeccién?s y por el caso de 2 virus prototipo (JRFL y
JRCSF) aislados al mismo tiempo de 2 tejidos distintos de un paciente, pero

con diferentes caracteristicas cinéticas y citotrdpicas3s,
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ETAPA DE PERSISTENCIA Y LATENCIA CLINICA: Ocurre sin sintomas y
con un conteo de linfocitos T CD4+ casi normal, pero que a lo largo de 10
afios en promedio (progresor tipico) va disminuyendo a razén de 25 a 60
células por afo. La pérdida de los linfocitos T CD4+ puede atribuirse a
muchos factores3? que algunos autores han resumido38 como:

e Efectos citopaticos del VIH en células CD4+ y sus precursores

» Formacion de sincicios

¢ Autoimunidad

« Respuesta celular y humoral contra células infectadas

* Apoptosis de CD4+ infectadas y de no infectadas en presencia de

macrofagos

» Superantigenos

La carga viral en la periferia se mantiene baja aunque en nddulos
linfiticos sea alta (incluso con terapia antiviral); la poblacion viral se
muestra mas heterogénea, evidenciando la selecciéon inmunoldgica a la que
esta sometido el virus: la replicacion de cierta cuasiespecie puede ser
limitada por una respuesta efectiva, pero otros viriones pueden emerger
con tropismos menos restringidos vy distinta afinidad por los

correceptores?s,

Hacia el final de esta etapa, la carga viral aumenta mientras los
linfocitos T CD4+ presentan alteraciones tanto funcionales como en la
produccidon de guimiocinas y citocinas (IFNy, TNFa)3%. En el caso de los
macrofagos las alteraciones son menos claras: disminucion de la
quimiotaxis, actividad microbicida y presentacion de antigenos. La
estimulacidon crénica del sistema inmunolégicc puede impedir una
respuesta inmune frente a ciertos viriones que finalmente no podran ser

controlados#e,
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Si esta etapa dura entre 2 y 3 afios el paciente se clasifica como
progresor ripido; en el caso de una infeccién libre de sintomas por méas de
10 aios, con niveles de CD4+ estables y sin tratamiento antiviral en esos

primeros 10 afios, se clasifica entonces como una progresion lenta4’.

SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA): Es el estado
clinico caracterizado por una grave disminucién de los linfocitos T CD4+ y
por el desarrollo de infecciones oportunistas y/o cancer. La carga viral es
muy alta en sangre y en el tejido linfoide que adn no haya sido fibrosado a

causa de la destruccion leucocitaria crénica.

El genotipo viral vuelve a mostrarse homogéneo: hay cepas con
fenotipo inductor de sincicios, alta cinética de replicacién y de tropismo
poco restringido. Los anticuerpos neutralizantes detectados en etapas
anteriores ya no son efectivos ante estas cepas emergentes. Con el sistema
inmunoldgico tan debilitado muchos microorganismos, incluso de flora
habitual y/o padecimientos oncolégicos pueden poner en peligro la vida

del paciente.
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2.5 Sistemas para cultivo del VIH

Hay 2 tipos de técnicas para la deteccion directa del VIH:
1.Sistemas para la deteccion de antigenos- virales, principalmente
p24 (CA) de forma simple o por disociacion de complejos inmunes.
2.Sistemas para la cuantificacion del RNA viral.
estos ultimos pueden tener limites de deteccion incluso menores a 50
virus/mL de fluido*6; pero también hay ELISAs para p24 que son tan

sensibles como un estuche comercial para cuantificar el RNA viral42. Con

estas técnicas se ha detectado al VIH en casi cualquier fluido del paciente.

Pero estas técnicas de deteccion no dan informacion sobre la
capacidad de replicacidon que tienen los virus circulantes; sélo el cultivo del
material biolégico del paciente permite determinar de forma cualitativa o
cuantitativa al virus infeccioso integrado en PBMC o presente en plasma, asi
como caracterizar su tropismo celulard3.44.45, Tanto plasma como PBMC se
prefieren como material de estudio, principalmente por su facilidad de
obtencién, aunque en la actualidad se reconoce que la mayor parte de los
virus y células infectadas estin en el tejido linfatico*s, que es mucho mas

problematico obtener.

El VIH se aisla con mayor frecuencia empieando cocultivos de PBMC
del paciente mds las células de un donador sano®. También se hacen
cultivos de plasma o suero aunque sean menos eficientes4?48 pero su
estudio es importante ya que las secuencias de RNA viral presentes en el
plasma y las de DNA proviral de una misma muestra, pueden representar
variantes virales antigénicamente distintas*®. Simmonds mostré cémo las
cuasiespecies virales predominantes en plasma varian a mayor velocidad
que los provirus de PBMC, al secuenciar las regiones V4 y V5 de la gp120

en muestras secuenciales de 2 pacientes. De hecho, en muestras tomadas a
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3 afios de la seroconversion se detectaron algunas secuencias provirales
correspondientes a las variantes antigénicas mas frecuentes en plasma al

inicio del estudio.

Por su parte, Sabinos? realizé un estudio similar comparando los

virus aislados por cocultivo de PBMC Jjn vitro con las cuasiespecies virales en
plasma y en PBMC /n vive: el estudio aborda un caso donde el virus del

cocultivo era representativo de los virus de plasma y en otro caso, una

cuasiespecie minoritaria /n vivo fue la lnica que logré detectarse jn vitro. El

cultivo de PBMC tnicamente permitié la propagacion de las clonas virales
mds infectivas, eclipsando a otras con propiedades distintas o menos

favorecidas para replicar en el sisterma de cultivo.

La reproducibilidad de los ensayos de cultivo celular depende de la
capacidad para seguir con todo detalle los procedimientos$}, pero cuando
esto no es posible, se generan resultados discordantes. Las variaciones en
las técnicas de cultivo reportadas son tan amplias que incluso entre los
institutos de salud de ios E.U.A. se han creado programas de control de
calidad que actualmente permiten equiparar los resultados entre

instituciones43.45,

Otra area de dificil comparacidn entre estudios, es la de citotropismo
viral, tanto de aislados primarios como de virus prototipo mantenidos en
lineas celuiares (lllb), pues varios autores sefialan que en sus sistemas de
cultivo solo observan tropismos duales por lo que son incapaces para
distinguir entre virus linfotrépicos y monotrépicos, atribuyendo tal

fendmeno a sus condiciones de obtencion y cultivoe de PBMCS2,

Una variabie inherente al cultivar PBMC, es precisamente el donador,

pues las células de cada donador producen cantidades distintas de viruss3 y
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tal fendmeno puede estar muy relacionado con el genotipo: sélo las células
de gemelos homocigotos presentan patrones similares de produccién viral
al ser infectadas con aislados primarios o clonas virales54, lo cual no ocurre

siquiera con gemelos heterocigotos.

Para minimizar estos problemas, muchos estudios se realizan con
lineas celulares, simplificando el modelo de cultivo, pero a la vez

alejandose de lo que sucede ex wive con células humanas normaies o jn vivo.

Basicamente, los linfocitos T CD4+ deben estar en estado activado
para que el VIH pueda replicarse en ellos!5.55 y por lo general tal activacién
se logra mediante algin mitégeno como la fitohemaglutinina (PHA). La PHA
es una lectina que proporciona el estimulo necesario para iniciar una
respuesta proliferativa de las células T, por la generacion de receptores de

IL-2 y la sintesis de la misma43,

Con 4pg/mL de PHA comoe estimulo y luego de 3 dias en cultivo, se
obtiene un aumento significativo en el porcentaje de las células T CD4+
HLA-DR+ con respecto a los PBMC recién aisladosss, que puede justificar la
susceptibilidad a lograr una infeccidn productiva con ese tipo de cultivos
activados. Los macréfagos {CD14+) son practicamente eliminados en tales
condiciones de cultivo con PHA. Sin el mitégeno y luego de varios dias en
cultivo, se promueve la maduracion de los monocitos hacia macréfagos
{CD14+HLA-DR+) que son muy adherentes al plastico de las placas de

cultivos6.57,

El VIH en macrofagos ha sido muy estudiado pues estas células
pueden contener abundantes viriones en su interior sin liberarlos al medio
en cantidades detectables5®, pero que pueden ser transmitidos por

contacto célula-célula?!. Por las mdltiples variantes en las técnicas de
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aislamiento, purificacion y cultivo de los monocitos/macréfagos a partir de
sangre periférica, se ha generado una gran controversia en los resultados
reportados en la literatura; tales variaciones han sido revisadas y

resumidas’s? como:

a) En el proceso de separacién de monocitos:

¢ Por adherencia al plastico: método barato y con un buen
rendimiento de macrofagos, pero la pureza es muy variable y
es poco recomendable despegarlos para otros ensayos.

» Centrifugacién por densidad, combinando Ficoli-Hypaque
con Percoll o Nycodenz: se obtiene buena pureza pero son
métodos largos y complejos.

* Por elucion a contracorriente: requiere equipo especial, pero

la pureza y rendimiento de monocitos es alta.

b) En el cultivo y maduracién de monocitos: La infeccion /n vitro de

monocitos recién aislados de sangre periférica es casi nula, pero luego de
unas pocas horas en cultivo la susceptibilidad aumenta$?; después de
varios dias la expresion de correceptores! y factores de transcripcions® va
cambiando y favoreciendo aun mas la infeccién: por lo que [fa infeccidn
celular estd determinada por la diferenciacion de monocitos hacia

macréfagos,

Para la maduracién de los monocitos hay 2 tipos de cultivo:
¢ los que contienen suero, fuente de muchos nutrientes, pero
que no pueden ser controlados y varian de lote en lote.
e los que no tienen suero y deben ser enriquecidos con
diversos  nutrientes bien conocidos que pueden

estandarizarse para todos los lotes.
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Las ventajas y desventajas que cada variante otorga a los cultivos
deben evaluarse segun los estudios a realizar y las posteriores

comparaciones de los resultados con datos previamente publicados.

Para aproximar los modelos de estudio del VIH a lo que sucede /n
vivo, el disefio de sistemas de cultivo con mas de una estirpe celular, puede

presentar expectativas amplias.

En principio, los cocultivos de macréfagos con linfocitos se han
usado como sistemas de “mayor recuperacion viral™: a partir de cultivos de
macrofagos, luego de 2 semanas de la infeccion, la adicion de PBMC
activados con PHA permite detectar Ag p24 en el cultivo, lo cual no hubiera
sido posible sin los linfocitos2. En otro reportess, varios cultivos de
macréfagos infectados, luego de varias semanas sin producir Ag p24 a
niveles detectables, volvieron a producirlo por la adicién de PBMC-PHA.
Pero la adicién de macréfagos a los sistemas de cultivo puede afiadir
nuevas variables al cuitivo, por ejemplo la infeccion de macréfagos provoca
la inclusién de lactosaminoglicanos en las glicoproteinas de superficie viral,
que pudieran disminuir la neutralizacién mediada por anticuerpost?, sin

que {a capacidad del virus para usar el correceptor CCRS se altere63,
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Los experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones de fa Unidad
de Investigacion en Retrovirus Humanos (UNAM-SSa) y todo cultivo celular
se realizé en el drea de bioseguridad P3, siguiendo las normatividades de

bioseguridad y manejc de residuos biolégico-infecciosos vigentes.,
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3.2 Material

« Placas para cultivo de 24 y 96 pozos fondo plano*
e Placas para cultivo de 96 pozos fondo en “U™*

» Placas para ELISA de 96 pozos MaxisorbMR

* Tubos cénicos de polipropileno de 15 y 50 mL*
+ Frascos de cultivo F25 y F75*

e Pipetas de 2, S5y 10 mL*

» Puntas para micropipetas*

+ Pipette-aid

* Juego de micropipetas automaticas

» Camara de Neubauer

» Microscopios 6pticos (compuesto e invertido)

» Campana de bioseguridad clase |I-A

» Centrifuga

¢ Incubadora (37°Cy 5% COy)

» Baito de agua a 37°C y 56°C

» Lavador para placas de ELISA

» Guantes de latex

» Gasas

*Material de pldstico para cultivo, estéril y desechable.
Soluciones
» PBS: Solucién salina isoténica de fosfatos
e Azul tripanc 0.4% en PBS

s HystopaqueMR (SIGMA)
s Alcohol 70% y benzal
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Medios de cultivo empleados
« RS: RPMI-1640 (Gibco BRL) y L-glutamina, enriquecido con
10% suero fetal bovino inactivado por calor (57°C, 30

minutos).

RS-IL2 : RS mas 10 U/mL IL2 recombinante (Gibco BRL).

e RS5-SHA’: RS mas 10% lote de suero humano serotipo A

(sin inactivacién de complemento por calor).

e RS-SHA : RS mas 10% lote de suero humano serotipo A.

(con inactivacion de complemento)

RS-SHA-IL2: RS mas 10% SHA y 10 U/mL IL2 (recombinante)

RS-SHA (x3)/ 1L.2-SHA (x4):
Esta combinacién indica que se usa e! RS-SHA por 3 dias

y luego RS-IL2-SHA durante 4 dias mis.

El suero humano se obtenia de al menos 5 donadores serotipo A
(SHA’). Los sueros se inactivaban a 57°C por 30 minutos; luego se
mezclaban en partes iguales y eran mantenidos a -70°C en crioviales de 2

mL por no mas de 3 meses (SHA).
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3.3 Metodologias empleadas

Aqui se describen las técnicas desarrolladas para alcanzar los
objetivos planteados. Las técnicas de rutina se detallan en la seccién 6

(Apéndice} al final de esta tesis.

A. Cultivo mixto: Cocultivo de linfocitos y macréfagos primarios a partir de
las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores sanos.
En la tabla 3 se resumen los experimentos y las condiciones para
estandarizar los cultivos primarios de linfocitos-macréfagos, que abarcan
la evaluacién de:

e Medio de cultivo 6ptimo para la maduracion de los macréfagos a

partir de los monocitos de sangre periférica,
+ Concentracién inicial de PBMC.
» Tipo de placa de cultivo.

« Obtencidn de cultivos mixtos a partir de células congeladas.

A continuacién se describe el procedimiento general:
1. Colocar PBMC recién separados en placas de cultivo y con el medio
indicado para la maduracién de macréfagos (Tabla 3).
2. Cultivar entre 5 y 7 dias. Al dia 3 6 4 adicionar 100 pL mas del medio de
maduracién.
3. Observar la morfologia celular al dia 7 y verificar la viabilidad.
4. Hacer seguimiento o infeccion del cuitivo. Cada 7 dias se cambia la

mitad del medio de cultivo por RS-IL.2 (medio de mantenimiento).
En cada experimento se emplean mezclas celulares que provenian de

2 donadores sanos {(con serologia negativa a VIH) y cada ensayo fue

realizado al menos por triplicado.
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B. Pretratamiento de muestras de plasma por disociacion acida de

complejos inmunes {{CD)

Con el objetivo de tener mas datos bioquimicos de los plasmas
criopreservados que se emplearon para esta tesis, se estudidé el
pretratamiento de plasma por disociacion acida de complejos inmunes.
Varios autores han reportado incrementos significativos en la deteccion de

Ag p24 en plasmas4 con la técnica descrita a continuacion:

A 50 pl de suero o plasma se le adicionan 50 pL de una solucién de
glicina 1.5 M pH=1.85. Se mezcla e incuba por 1 h a 37°C. Posteriormente
se neutraliza con S0 pL de TRIS-HCI 1.5 M pH=8.6; se resuspende y el

volumen total es adicionado al pozo de ELISA.

Para evaluar esta técpica se emplearon triplicados de 5 plasmas

positivos a Western blot y 5 negativos a serologia por ELISA.
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C. Aislamiento del VIH de plasmas criopreservados empileando cultivos

mixtos

Se utilizaran las condiciones de cultivo mixto que hayan resultado
mejores segln los experimentos realizados. A continuacion se presenta el
procedimiento general para la infeccion y mantenimiento del cultive mixto

para aislar al VIH a partir de plasma:

1. Los plasmas con VIH son descongelados y clarificados por centrifugacion
a 2500 r.p.m. por 5 minutos.

2.Cuando el cultivo mixto se encuentra entre el dia 5 y 7 de cultivo, se
retira la mitad del medio de cultivo.

3. Se repone el volumen inicial del cultivo mixto con plasma infectado.

4. Los cultivos se incuban a 37°C y 5% CO: durante 2 horas.

5.5e l:etira el volumen equivalente al plasma adicionado.

« en algunos experimentos se hacen 2 lavados con PBS,
centrifugando las placas a 1200 r.p.m. por 10 minutos.

6. Se repone el volumen con medio de mantenimiento RS-IL2.

7.Cada 7 dias se recolecta la mitad del sobrenadante para determinarle Ag
p24 y se agrega medio de mantenimiento a {os cultivos.

8. Los cultivos mixtos pueden ser alimentados con células estimuladas con

PHA, segln sea el caso.
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Experimento C1: Infeccion de cultivos mixtos con diluciones de virus llib

en plasma

Para estandarizar las condiciones de infeccién de los cultivos mixtos,
se requiere mucho plasma de paciente infectado, por lo cual se decidié
preparar un plasma VIH negativo (obtenido de un donador sano), al cual se
" afiadieron varias diluciones del virus prototipo llib. Se hicieron alicuotas

que se almacenaron a -70°C hasta su empleo.

Los cuitivos mixtos de tales plasmas se alimentaron con 180 000
PBMC activados con PHA por pozo de cultivo a los 12 y 24 dias después de
fa infeccidn. Se determind la produccién de Ag p24 en cada caso, con la

finalidad de conocer el mejor método de cuitivo.
Experimento C2: Cultivo celular mixto de plasmas criopreservados.

Se probaron los plasmas de 6 pacientes en el cultivo mixto de
linfocitos-macréfagos con medio de maduracion R5-SHA(x3)/I1L2-SHA(x4).
Se establecieron cultivos mixtos en placas de 96 pozos, anadiendo 4.5x10%
PBMC/mL al inicio del cultivo.

Luego de la infeccion se hicieron 2 lavados con PBS para evitar la
coagulacién. Se us6 RS-IL2 como medio de mantenimiento y cada 7 dias se
recolecté6 sobrenadante para determinar Ag p24. Los cultivos se
alimentaron con 105 PBMC estimulados con PHA los dias 11 y 25 después

de la infeccién
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4. RESULTADOS

A. Experimentos realizados para estandarizar las condiciones del cultivo

mixto.

En la tabla 3 se resumen los experimentos desarrollados y los

campos sombreados sefalan la condicion evaluada en cada caso. Cada

ensayo es producto de los resultados del experimento respectivo anterior.

Tabla 3: Experimentos para estandarizar el cultive mixto de

linfocitos-macréfagos

i Placa de | Concentracidn Medios d It
Experimento | . 1+ivo celular inicial edlos de cultivo
# pozos {10%/mL) maduracién | mantenimiento
m— -
Al 24 2

A2

A3

A4

P

N

RS-IL2
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Experimento Al: Obtencion de células adherentes a la placa de cultivo de

24 pozos, a partir de distintos medios de maduracién.

Ptaca de | Concentracién .
Experimento (., 4jy0 celular inicial Medios de cultivo
# pozos {108/mL) maduracién | mantenimiento
_ RS
Al 24 2 R3-~lLa " RS-1L2
RI-SHA' .
RS-IL2-SHA'

En este experimento se evalud la obtencién de células adherentes
seglin el medio de maduracién empleado. Se observé la morfologia de las

células adherentes, asi como la viabilidad de las no adherentes.

Luego de 7 dias en cultivo hay diferencias morfolégicas de las células
adherentes a la placa de cultivo dependiendo del medio de maduracién
empleado. Cuando se cultivaron los PBMC con medio RS (RPMI 1640 y 10%
SFB) se obtuvieron pocas células adherentes, las cuales no sobrevivieron
mas alla del dia 14. Al madurar con RS-IL2 mejoré ligeramente la obtencién
de células adherentes: principalmente células redondas vy célulés con
lamelipodios, mientras la supervivencia en cultivo alcanzé los 25 dias. Con
RS-SHA’ (suero humano con complemento) casi se obtuvo confluencia de
células redondas y gigantes mononucleares, siendo escasos los

lamelipodios.

Con la combinacién RS-I1L2-SHA' se obtuvo una adherencia similar al
RS-SHA', pero la heterogeneidad celular aumentd, coexistiendo en el
cultivo tantas células con lamelipodios {células de forma ﬁbroblastoide; con
pseudoépodos uni o bipolares®s) como células gigantes. Este cultivo llego a

la confluencia el dia 13.

33




Al hacer seguimiente de la viabilidad de las células no adherentes
con azul tripano (Grafica 1), se observa buena viabilidad en el control con
RS, pues sus linfocitos sobreviven adecuadamente los 24 dias del
seguimiento, aun sin tener algun activador celular. La presencia de IL2 no
modifica mayormente los resultados hasta el dia 17, presentandose una

fuerte disminucion de células viables al dia 24.

En el cultivo con RS-SHA’ la viabilidad disminuye desde el dia 17;
pero al combinar IL2 con SHA’ (RS-IL2-SHA") el cultivo permanece viable a

lo largo de los 24 dias del estudio.

Con este experimento se determind que el cultivo de PBMC con RS-
SHA’ produce gran cantidad de células adherentes, pero con baja viabilidad
de linfocitos. En cambio con RS-IL2-SHA’ se obtienen una cantidad similar

de células adherentes, pero con maés linfocitos viables.
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Grafica 1: Curva de crecimiento de linfocitos en cultivo mixto:

efecto del medio de maduracion
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Para hacer los conteos de células no adherentes, los pozos de cultivo
se lavaban varias veces con PBS, pero en ocasiones se observaron
pequefios cumulos celulares que no era posible disgregar. Ha sido
reportada la formacion de cumulos que consisten en mezclas de
macréfagos o células dendriticas con linfocitos en cultivoSs;

tales
estructuras posiblemente afecten la confiabilidad de los resultados.
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Experimento A2: Obtencién de células adherentes a la placa de cultivo de

24 pozos, a partir de distintas concentraciones de PBMC.

Placa de | Concentracién . .
Experimento Medios de cultivo
cultivo | celular inicial

# pozos (108/mL) maduraciéon | mantenimiento

A2 24 0 0.7,2y3.3 | RS-IL2-SHA’ RS-1L2

En este experimento se evalué la concentracion 6ptima inicial de
PBMC para formar una monocapa de células adherentes a 7 dias de cultivo
mixto, usando en el medio de maduracién RS-IL2-SHA’, el cual segun los
resultados del experimento anterior, produjo la mejor adherencia Y
sobrevivencia celular. Se observé la morfologia de las células adherentes a

la placa de cultivo, asi como la viabilidad de las no adherentes.

Luego de 7 dias en medio de maduracién RS-IL2-SHA’ se observo
una gran heterogeneidad morfolégica de .las células adherentes,
encontréndose macréfagos famelares asi como células redondas de mayor
tamafio que un linfocito e incluso células gigantes, que aparentemente son
producto de la fusién de (4 o mas) células vecinas (ver figura 4).

A medida que la concentracién inicial de PBMC aumentd, se
observaron mas células adherentes que incluso sobrevivieron por mas
tiempo. Cuandc se cultivaron 0.7x106 PBMC/mL, el rendimiento de células
adherentes fue muy bajo y las pocas células obtenidas se deterioraron Y
finalmente murieron (se despegaron) luego de 17 dias. Las adherentes de

los cultivos mas concentrados sobrevivieron 27 dias.
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Con estas condiciones de cultivo no se alcanzé la confluencia de las
células adherentes, ni una distribucidon homogénea de ias mismas: la

mayoria se adhirié a las orillas del pozo de cultivo, defando el centro vacio.

También se hizo seguimiento de la viabilidad de las células no
adherentes (Grafica 2). Hasta el dia 5 en cultivo se mantiene estable [a
concentracion celular, pero al dia 11 hay una fuerte disminucion de células
no adherentes en el cultivo mas concentrado; esta tendencia difiere con los
otros casos que mantuvieron mds estable su viabilidad a lo largo del
tiempo. E! cultivo con 3.3x105 PBMC/mL produjo la mayor cantidad de
células adherentes, pero por otra parte tuvo una gran mertalidad de sus
células no adherentes en el periodo que se sefiala como el dptimo para
realizar la infeccién de los macréfagos {entre el dia 5 y 10), lo cual sugiere
que en experimentos posteriores se ajuste la concentracion de células no
adherentes vivas para asegurar las mejores condiciones al momento de la

infeccion.
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Grafica 2: Curva de crecimiento de linfocitos en cultivo mixto:

efecto de la cantidad de células iniciales
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Experimento A3: Obtencion de células adherentes a la pfaca de cuitivo de
24 pozos, con mayor concentraciéon de PBMC iniciales y medios para

maduracién sin complemento.

Placa de | Concentracién Medios d Iti
. . edios de cultivo
Experimento cultivo celular oS

# pozos (10%/mL) maduracion | mantenimiento

A3 24 4 RS-1L2

En este experimento se aumenté Ja concentracion inicial de células
para alcanzar la confluencia de macréfagos, pues con las concentraciones
evaluadas en el experimento anterior (hasta 3.3x106 PBMC/mL) no se logré

la confluencia af dia 7 en cultivo.

Ademas se evaluaron los medios de maduracién inactivando el
complemento del suero humano. Debe considerarse que el cultivo mixto se
hace con células de dos donadores con grupos sanguineos no
determinados, que se maduran con suero humano A, el cual contiene
distintos anticuerpos particularmente anti-B por lo que la permanencia del
complemento durante la fase de maduracidén podria causar lisis asociada a
complemento en algunos cultivos. Incluso en los cultivos de PBMC de dos
donadores, sin suero humano, se ha reportado que existe la eliminacion de
las células de uno de los donadores luego de 7 dias en cultivos?, lo cual
supone que la presencia def complemento volveria mas grave ese rechazo
poblacional y por tanto una destruccion aparentemente azarosa de algunos

cultivos mixtos.

Por otra parte, para disminuir la estatica y promover una adherencia

cehilar mas homogénea, se coloco una gasa himeda con benzal debajo de
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la placa de cultivo, lo cual favorecié una mejor distribucion celular en todos
los pozos. En la figura 4 se presentan las imagenes de las células
adherentes al dia 6 de cultivo, luego de hacer lavados para quitar a las no

adherentes.

La inactivacién del complemento del SHA' ocasioné una menor
adherencia celular, pues el cultive con RS-IL2-5HA’ alcanzé la confluencia
desde el dia 7, mientras que el RS-IL2-SHA (sin complemento) fue
confluente hasta el dia 9. En ausencia de la IL2 se observa que las células
mas comunes fueron redondas y gigantes, mientras que en presencia de
IL2 son mayoritarios los macrofagos lamelares, que se entrecruzan
formando “entramados”. Pero se observa que la IL2 (sin el SHA’) genera
escasas células adherentes, lo cual evidencia la importancia del suero

humano en la maduracién de los macréfagos.

'Figura 4: (siguiente hoja) Células adherentes a la placa de cultivo a los 6 dias
en cultivo mixto. Las células no adherentes se removieron con PBS a 37°C y se
sefala el medio de maduracién empleado. (Imigenes tomadas a 250 a. r. en
microscopio invertido que fueron digitalizadas y procesadas con el software
Paint Shop Pro 5 - Jasc Software-).
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Experimento A4: Microcuitivo mixto de linfocitos y macrofagos en pozos

de fondo plano y fondo en *U".

Placa de | Concentracidn

i . dios de culti
Experimento cultivo celular Me tivo

(106/mL) maduraciéon | mantenimiento

A4 4.5 RS-IL2

Para disminuir el consumo de medios de cultivo se traté de adaptar
el protocolo de cultivo mixto en placa de 24 pozos a microcultivo. Para una
placa con 24 pozos se requieren 1.2 mL de medio de cultivo por pozo,
mientras que para la placa de 96 pozos sélo se usan 0.2 mL/pozo. La
desventaja es que el sobrenadante recuperado cada 7 dias es apenas
suficiente para hacer una sola determinacion de Ag p24 y deben hacerse

duplicados para almacenar algin sobrenadante.

Las células fueron cultivadas a la par en placas de 24 y 96 pozos con
fondo plano, empleando como medio de maduracién RS-IL2-SHA. ta
morfologia celutar correspondia a lo observado anteriormente ¥ no se

distinguieron diferencias atribuibles al tamafio del pozo de cultivo.

En cambio, cuando se establecié el cultivo mixto en pozos de fondo
en “U”, la conformacién del cultivo fue completamente distinta. Se observé
que al fondo del pozo no lograban desarrollarse células adherentes, pues
ahi sélo permanecian células no adherentes. Mientras en la parte alta del
pozo, un par de milimetros arriba, se desarrollaron gran cantidad de

macréfagos con lamelipodios formando abundantes cimulos con células

no adherentes.
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En este experimento se evalué otra modificacién al medio de cultivo
para maduracién de macréfagos. La combinacién denominada como "RS-
SHA (x3)/I1L2-SHA (x4)" consta de cultivar los PBMC con medio RS-SHA los
primeros 3 dias, luego se retira la mitad de! medio de cultivo y se repone

con RS-IL2-SHA para los siguientes 4 dias.

Con esta modificacion lo que se obtiene es un cultivo con gran
cantidad de macréfagos con lamelipodios, como sucede cominmente en
los cultivos mixtos que tienen iL2, pero con mas células gigantes que los
cultivos de RS-IL2-SHA.

La capacidad para cultivar al VIH en estas variantes de cultivo mixto

fue determinada y sus resultados se presentan mas adelante.

Por otra parte, empleando cualquiera de estas condiciones de cultivo,
se han logrado producir cultivos mixtos a partir de PBMC congelados. La
susceptibilidad a la infeccién por el VIH no se determiné con estas células Y
aunque morfolégicamente son muy similares a lo observado con células
frescas, se distinguen por un rendimiento de macréfagos ligeramente

menor.
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B. Pretratamiento de muestras de plasma por disoclacién acida de

complejos inmunes (iCD)

Para evaluar el desempefio de esta técnica se seleccionaron cinco
plasmas negativos a serologia por ELISA (controles negativos C1 a C5) y
cinco positivos a Western Blot (muestras P! a P5) a Jos cuales se les
determiné Ag p24 sin tratar y tratados con la técnica de disociacién acida.
Algunas muestras también se probaron con glicina 1.5 M pH=2.5, segin se

indica en la tabla 4.

Con las absorbancias de los controles C1 a C5 en cada tratamiento
se calculé la linea de corte respectiva (L. C.) ai promediar las absorbancias
de todas las muestras, mas dos veces la desviacién estindar de ese

promedio, de acuerdo a lo sefialado en la seccién de Apéndice.

Tabla 4: Célculo de las lineas de corte segiin el tratamiento

de los controles negativos

0 e 0 AD

C1 0.255 0.341 0.258
sin C2 0.309 0.384 0.115 Prom. 0.221
tratamiento C3 0.144 0.156 0.135 s=0.085
C4 0.182 0.185 0.143 c.v.= 38.6%
C5 0.282 0.283 0.145 L.C.=0.392

ICD C1 0.204 0.191 0.155
{Glicina C2 0.148 0.204 0.133 Prom. 0.196
pH=1.85) C3 0.235 0.235 0.239 s=0.046
C4 0.249 0.157 0.158 c.v.=23.3%
C5 0.129 0.240 0.258 L.C.=0.287
ICD Cl 0.186 Prom. 0.206
(Glicina C2 0.385 s=0.101
pH=2.5) C3 0.162 0.154 0.142 cv.=49.0%
L.C.=0.409
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Tabla 5: indices (Abs/L.C.) de Ag p24 en plasmas VIH positivos
segin el pretratamiento de la muestra

~

ento e dice e d
P1 1.4 1.0 1.6
sin P2 1.2 1.0 1.7
tratamiento P3 0.6 0.8 1.0
P4 0.5 0.7 1.1
L. C. =0.392 P5 0.9 0.9 1.1
ICD Pl 4.1 3.9 3.1
Glicina P2 4.3 4.1 ;
pH=1.85 P3 1.4 1.2 1.5
P4 2.9 3.4 3.9
L. C.=0.287 P5 3.5 3.6 3.8
ICD P2 1.1 1.5
Glicina pH=2.5 P3 - 1.0
L. C. = 0.409 P5 0.9 1.2 0.5

En la tabla 5, los resultados de absorbancia de cada muestra se
dividen entre la linea de corte respectiva, obteniéndose un indice. El indice
representa la razén de absorbancia con respecto a la linea de corte del
ELISA. Un indice igual a 1 refiere que la absorbancia de la muestra es igual
a la L. C. Un indice igual o inferior a 1 sefiala que la muestra es negati\;a,

mientras que un indice superior, indica positividad al Ag p24.

Estos resultados se representan en la grafica 3.
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Grafica 3: Ag p24 en plasmas con tratamiento
de disociacién acida (ICD)
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Al hacer la disociacion acida de los controles negativos no se
detectaron falsos positivos. La L. C. fue menor con el ICD a pH=1.85,
comparada con la determinacion directa en plasma. El ICD a pH=2.5 no fue
valido ya que sdlo se disponia de 5 valores con un coeficiente de variacién
del 50%, lo cual no permite interpretar ios resultados de las muestras P2,
P3 y P5 bajo ese tratamiento.

El tratamiento de ICD a pH=1.85 generd un aumento en los indices
de Ag p24 para todas fas muestras (P1 a P5). En la grifica 5 puede
observarse como los indices llegan a cuadruplicarse con la disociacién -
acida y las muestras que eran positivas débiles e incluso una negativa (P3)
se vuelven positivas luego del tratamiento con ICD a pH=1.85.
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C. Aislamiento del VIH de plasmas criopreservados empleando cultivos

mixtos

Se hicieron ensayos preliminares de plasmas obtenidos con EDTA
como anticoagulante y almacenados por varios meses a -70°C. El plasma
se incubd por 2 horas en el cultivo mixto, luego se retird y se sustituyd con
medio RS-H.2, sin hacer ningin lavado. A pocas horas de haber realizado la
infeccion, se observé la formacion de coagulos que obstruian las puntas de
las micropipetas e incluso dificultaban la visualizacion de las células en el
microscopio invertido. La mayoria de las células en cultivo se perdia si los

coagulos eran retirados.

Al incubar plasma con EDTA y medio RS se formaban codgulos a las

pocas horas. Puesto que hay bacterias como Staphylococcus aureus

capaces de inducir coagulacion de fibrina®® las muestras fueron filtradas
por membranas con poro de 0.22 pm para asegurar su esterilidad. Al
incubar con medio RS se aprecié nuevamente la coagulacién tanto en
muestras filtradas como en controles sin filtrar. Se supuso que el efecto era
provecado por la adicién de iones Ca?+ con el medio RS, aunado a la
dilucion del EDTA.

Por otra parte, se incubaron plasmas heparinizados (muestras VGF y
JZL) con medio RS, donde no se detectaron coagulos luego de 14 dias. Pero
cuando esos plasmas se incubaron con el cultivo mixto de Lin-Mf sin hacer
ningdn lavado, se observdé que © dias después se empezaba a formar un
coagulo desde las orillas del pozo, que luego se iba retrayendo radialmente
mientras una cantidad considerable de células quedaban atrapadas en él.
Tal coagulo era mas pequefio y facil de eliminar aunque la pérdida de

células seguia ocurriendo.
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Para eliminar el fendmeno de ia coagulacién se realizaron lavados de
los pozos de cultivo: el plasma incubado con el cultivo mixto era retirado y
luego se adicionaba un volumen similar de PBS, en el que se resuspendian
suavemente las células; luego las placas eran centrifugadas a 1200 r.p.m.
durante 10 minutos y [a mayor parte del sobrenadante se retiraba con
cuidado de no tomar células del fondo del pozo ni dejarlo secar. El favado

se repitié hasta 2 veces.

Con este procedimiento se eliminé casi en su totalidad el fenomeno
de la coagulacién, aunque hay que remarcar gue los lavados deben hacerse
suavemente para evitar dafios a [as células adherentes y/o eliminar a las no

adherentes.

Durante la estandarizacién de estas condiciones experimentales, se
tuvieron muchos fracasos en la infecciéon de cultivos mixtos con plasmas
de pacientes infectados, por o cual se decidié inocular virus prototipo llIB

en un plasma con serologia negativa a VIH. Esto generd el experimento C1.
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Experimento C1: Infeccién de cultivos mixtos con diluciones de virus llib

en plasma

1. Preparacion del virus llib: Se establecié infeccién aguda por cocultivo a
proporciones iguales de la linea celular MT-2 con Illlb/Molt-4 en 4
frascos de cultivo F75. Luego de 3 dias, los cultivos se centrifugaron a
3000 r.p.m. por 15 minutos a temperatura ambiente y el virus se

concentrd por uitracentrifugacion a 20 000 r.p.m. por 2 horas a 4°C.

2. Preparacion de plasmas artificialmente infectados con llib: Cada
concentrado viral se resuspendié en 1 mL de plasma heparinizado de un
donador sano {se concentrd 25:1 con respecto al sobrenadante original y
se le denomina plasma estindar). Empleando plasma del mismo donador
sano se hicieron las siguientes diluciones al plasma estandar:

« 1:16

+ 1:64

e 1:256
. 1:1024

3. Preservacion: Se hicieron alicuotas de 0.5 mL de las diluciones de IlIb en

plasma y se mantuvieron en crioviales a -70°C al menos por 3 semanas.

4. Titufacion: Se determind la dosis infectiva media (Diso) de los plasmas
empleando PBMC como células blanco, activadas con PHA (la técnica se
describe en la seccion de Apéndice) y los resultados se presentan en la
tabla 6.
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Tabla 6: Resultados de absorbancia para Ag p24 de plasmas

inoculados con b y su cultivo (por triplicado)

lLinea de corte = 0.226 Cultivo de
Dilucién Plasma Cultivos virus inactivado
Inoculado
estandar 3.577 nd nd nd nd
1:16 3.004 1.934 1.252 1.271 0.188
1:64 1.240 0.805 | 0.4M1 0.460 0.185
1:256 0.495 0.267 0.253 0.211 0.203
1:1024 0.272 0.211 0.192 | 0.226 0.181

titulacion realizada con 45000 PBMC/pozo fondo U

Segin el método de Reed y Muench:

nd : no disponible

Dilucién log dilucién | Ensayos (+/-) % respuesta positiva
1:16 1.2 v+ |+ 100
1:64 -1.8 + | + + 100
1:256 -2.4 + |+ - 66.6
1:1024 -3.0 - - - 0

Los caiculos para obtener {a Diss son:
% distancia = (66.6-50)/ (66.6-0) = 0.249
log factor de dilucion = log (1/4) =-0.6
log Diso = ~2.4 + (0.249)(-0.6)

Disc = 10 -2.549
Haciendo el despeje, 102-54% Dlsp estan en 0.1 mL utilizados para

hacer el ensayo, entonces se tendran 3540 Dlso/mL del plasma estandar.

Entonces las diluciones realizadas tienen las Dlso que se indican en la tabla

7.
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Tabla 7: Disoe de los plasmas inoculados con llib

y usados para estandarizar el cultivo mixto

Dilucién viral Dlso /mL
estandar 3540
1:16 221.0
1:64 55.3
1:256 13.8
1:1024 3.5

5. Cultivo mixto; En placas de 96 pozos con fondo plano se establecieron
una serie de cultivos mixtos afiadiendo 4.5x10¢ PBMC/mL por pozo de
cultivo, con medio RS-IL2-SHA como medio de maduracién y otra serie
con medio RS-SHA por 3 dias e iL2-SHA por 4 dias mas. Una tercera
serie de cultivos mixtos se realizé en placas de 96 pozos con fondo en
“U" con medio RS-IL2-SHA. Luego de la infeccién en las 3 series se
hicieron 2 lavados con PBS y se afnadié medio RS-IL2 como medio de
mantenimiento cada 7 dias. Se alimenté con 180 000 PBMC activad;)s
con PHA por pozo de cultivo a los 12 y 24 dias después de [a infeccién.
Cada serie contaba con controles negativos de plasma sin virus. Los

cultivos mixtos y las infecciones se hicieron por cuadruplicado.

6. Observaciones morfologicas:

Las diluciones del virus prototipo lllb en plasma fueron cultivadas a
lo largo de 28 dias. Al tercer dia de infeccion (3i) se observaron pequefios
sincicios en la dilucién 1:16 del cultivo RS-IL2-SHA en fondo plano, por lo
cual se decidié monitorear Ag p24 en las diluciones estandar, 1:16 y 1:64

de las 3 series de cultivo: el Ag p24 fue positivo en todos los casos.
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Al dia 6i (a 6 dias de haber infectado el cultivo) se observaba gran
destruccién celular en todos los cultivos de la dilucién estandar y 1:16. Al
dia 7i aparecen coagulos en algunos pozos, pero se deshacen con una
ligera agitacion con micropipeta. En el resto de las diluciones no se
observaron diferencias celulares morfolégicas con sus controles negativos,
hasta alrededor del dia 25 cuando disminuyé la cantidad de macréfagos

presentes en todos los pozos de cultivo.

En la placa de fondo en “U” la destruccién celular fue mayor, incluso
en los controles negativos, lo cual parece indicar que la cantidad de células
por pozo era excesiva para ese tipo de placa. Como se observari en la
grafica 7C, con este cultivo se obtuvieron menores cantidades de Ag p24
en las primeras diluciones, y (nicamente al dia 13i sus niveles fueron
ligeramente superiores en la dilucion 1:256 y 1:1024 que en los cultivos de

placas de fondo plano.

En estos experimentos generalmente se incluye un control de virus
inactivado, requerido para cuantificar al virus residual en las titulaciones,
perc en este caso no fueron adecuados, pues al inactivar el virus a 56°C
muchas proteinas del plasma se desnaturalizaron y formaron un codgulo
blanquecino que causé la muerte de los cultivos mixtos respectivos, por lo
cual no fueron considerados. Para experimentos futuros, e] virus debe

inactivarse antes de ser incorporado al plasma.
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Gréfica 6: Comparacién del Ag viral en plasma inoculado,

cultivo mixto y titulacién en PBMC
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7. Produccion de Ag p24

Se comparé la cantidad de Ag p24 presente en los plasmas
inoculados con Iilb con el Ag producido por el cultivo mixto al dia 6
(Grafica 6); ademas se incluyo la cantidad de Ag producido por el cultivo de
PBMC (titulacidn} para evaluar cuantitativamente la efectividad del cultivo
mixto. En la grafica 6 se aprecia que la cantidad de Ag p24 en el plasma
inoculado con Iib es superior para todas las diluciones al Ag obtenido de
cualquiera de los cultivos. Se aprecia que la titulacién de los plasmas en
45000 PBMC produjo mas Ag p24 que en cultivo mixte a la semana de la
infeccion; este fendmeno puede deberse a que la titulacién es una técnica
bien estandarizada, mientras que el cultivo mixto apenas esta en
desarrollo. Por otra parte, el cultivo mixto cuenta con macréfagos que
posiblemente modifiquen las curvas de crecimiento viral obtenidas con

cultivos clasicos de linfocitos.
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En la tabla 8 se muestran los resultados de Ag p24 para las 3

variantes de cultivo probadas y se grafican sus indices (Grafica 7).

Hasta el dia 6 de infeccion sélo eran positivas a Ag p24 por ELISA
casero las diluciones estandar, 1:16 y 1:64 en los 3 sistemas de cultivo
evaluados. Para el dia 13i se positivizan todas las diluciones 1:256 y sélo la
1:1024 en fondo en *U" con medio RS-IL2-SHA. El resto de las

diluciones1:1024 se vuelven positivas hasta el dia 20i.

Para confirmar este 0ltimo dato se determindé Ag p24 el dia 28i, sélo
para las diluciones 1:1024 y estindar, esta ultima como un control
positivo. Se observé un fuerte repunte del Ag en la dilucién 1:1024 del
cultivo RS-SHA (x3)/IL2-SHA (x4), en tanto que no hubo ninguna
produccion en el RS-IL2-SHA a esa misma dilucién. Hay que remarcar que
al dia 3i en pozos de fondo plano el Ag p24 era mayor que al dia 6i.

De la grafica 7 se pueden distinguir 2 cinéticas de crecimiento viral:
por una parte las que comienzan con valores de Ag p24 muy altos
(infeccién aguda) y que van disminuyendo conforme pasa el tiempo, pero
que pueden remontar sus valores luego de alimentar al cultivo con células
frescas; este comportamiento se distingue claramente en las diluciones
estandar, 1:16 y 1:64 principalmente. Por otra parte estin los cultivos que
son negativos al Ag p24 en las primeras determinaciones, pero que se
positivizan luego del dia 13i, como es el caso de las diluciones 1:256 y

1:1024 que cuentan con 13.8 y 3.5 Diso respectivamente.
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Tabla 8: indices de produccién de Ag p24 de llib/plasma

en cultivo mixto

SECUEEENN |inea de corte
cultivo Dilucién
estindar| 166 | 143 | 121 48 | 109
fondo plano 116| 4.8 34 | 104 | 6. nd.
RS-1L2-SHA . 1:64] 2.2 1.5 7.5 6.0 nd
1:256] nd 0.9 3.6 8.7 nd
1:1024] nd 0.7 0.9 1.3 1.4
estindar| 17.3 14.7 10.1 3.7 14.0
fondo plano 116 4.1 2.6 9.6 3.2 nd
RS~SHA (x3)/ 1:64| 1.8 1.2 9.6 3.4 nd
IL2-SHA (x4) 1:256} nd 0.9 2.7 9.1 nd
1:1024| nd 0.7 11 24 | 107
estandar| 7.8 10.7 8.6 1.0 nd
fondo U 16| 4.7 4.6 5.4 1.4 nd
RS-IL2-SHA 1:64] 1.8 1.6 5.7 2.2 nd
1:256| nd 0.9 3.8 2. nd
1:1024 nd 0.8 2.0 2.5 nd
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Grafica 7: Produccion de Ag p24 de llib/plasma en cultives mixtos

Nota: Los cultivos se alimentaron con 180 000 PBMC/pozo al dia 12 vy 24.
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Grafica 7B)
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Grafica 70)
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Al cambiar la mitad del medio de cultivo semanalmente no es posible
hacer una cinética de crecimiento viral a lo largo de un mes directamente
con los resultados de Ag p24. Puede hacerse una suma acumulada de la
_cantidad de Ag detectado y tener una mejor representacion de tal cinética.
Con los resultados expresados como indices es necesario normalizar los
datos, pues un indice igual a 3 no indica una contribucion de 3 unidades a
la curva, y solo cuentan 2, dado que el 1 restante es igual a la linea de

corte y no representa un valor positivo.

En la grafica 8 se presentan las curvas de produccion acumulada y

normalizada de Ag p24 en los 3 sistemas de cultivo.
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Grafica 8: Produccidn acumulada de p24 en cultivos mixtos
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Grafica 8C)

Indice acumulado
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Experimento C2: Cultivo celular mixto de plasmas criopreservados.

Para este experimento se utilizaron plasmas que habian estado un
largo tiempo en ultracongelacién y que en la medida de lo posible se

tuvieran mas datos sobre el estadio de su infeccidn (Tabla 9).

Los plasmas seleccionados habian permanecido entre 10 y 17 meses
a -70°C. El material biolégico fue descongelado y centrifugado a 2500
r.p.m. por 5 minutos. Posteriormente se usaron 100 ulL de cada plasma

para infectar cultivos mixtos establecidos en placas de 96 pozos.

Tabla 9: Datos de los pacientes del experimento C2

Fecha de Paciente Tratamiento CD4 relacion cv Ag (indice)

ingreso céi/fmL  CD4/CD8  {log) directo ICD
161097 VGF nd nd nd 4.6 neg | 7.9
161097 JZL 3TC nd nd 3.8 neg | 9.2

090997 IcL AZT{ddC 417 1.09 3.3 neg *

061197 EGH AZT/inh.prot | 419 0.82 3.9 neg |10.1

061197 NRM no 258 0.27 4.2 neg | 2.3

010498 | LTS11B AZT/ddC 296 0.50 <2.7| neg* | nd

nd: no disponible
CV: carga viral expresada.
*: determinaciones realizadas en ELISA comercial.

Los cultivos de estos plasmas se mantuvieron por 28 dias; ademas se
cultivé un sobrenadante del virus prototipo BaL como control positivo. Los
cultivos se alimentarcn a los dias 11 y 25 después de la infeccién con 105
PBMC estimulados con PHA. Cada 7 dias se determind ¢! Ag p24 y los

resultados se presentan en la grafica 9.
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Al dia 1i se retird el sobrenadante de los cultivos pues se observd
nuevamente el fenémeno de la coagulacion. Es muy notorio que se hayan
presentado niveles de Ag p24 tan altos y muy superiores a cualquier otra

lectura realizada en este experimento.

Debe tomarse en cuenta que en la determinacién directa de Ag p24
en plasma todas las muestras fueron negativas, por lo cual esos niveles de
p24 al dia 1 de la infeccién no pueden atribuirse a antigenos residuales del

plasma que se usé en la infeccion.

Hay que notar que al dia 1i, en el caso de la muestra EGH se obtuvo
el mayor indice de produccion de Ag p24 en cultive (indice=3.6) v a su vez
la mayor cantidad de Ag p24 en plasma tratado con la técnica de
disociacién acida de complejos inmunes {indice de Ag-ICD=10.1). El caso
contrario es el de la muestra NRM, que produjo escaso Ag en cultivo mixto
{indice=1.4) y tenia escaso Ag en plasma (indice de Ag-1CD=2.3).
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S. DISCUSION

Las principales estirpes celulares infectadas por el VIH son los
linfocitos y los monocitos/macréfagos, pero en cada una se presenta un
ciclo viral distinto®9. Los aislados primarios del VIH muestran una seleccién
viral dependiente del material biolégico cultivado3s y del sistema de cultivo
empleado?s. En este estudio se desarrolld un sistema de cultivo celular
mixto que permite el aislamiento viral en un cocultivo de macréfagos
(derivados de monocitos) y linfocitos a partir de ¢élulas mononucleares de

sangre periférica de donadores sanos.

El cultivo mixto consiste de dos fases: en la primera (de S a 7 dias) se
produce la maduracién de los monocitos hacia macréfagos por adherencia
a la placa de cultivo por cultivo en un medio que debe contener 10% SHA
(suero humano serotipo A). La segunda fase ¢ de mantenimiento se
caracteriza por la eliminacion del SHA y ¢l uso del medio de cultivo RS-IL2.
Es en el punto intermedio a las dos fases que se hace la infeccion del

cultivo mixto.

Existe una gran variedad de métodos reportados para el cultivo.-de
macréfagos57.59 y se escogio el método de adherencia a la placa de cuitivo
pues se recomienda por su alto rendimiento, poca seleccion de
subpoblaciones celulares y bajo costo, al no requerir equipo especial. Los
experimentos de adherencia fueron igualmente exitosos en frascos F25 asi
como en placas de 96 6 24 pozos de 3 marcas comerciales {Nunclon™,

Falcon™ y Evergreen™).

El experimento Al mostré el efecto de diferentes medios de cultivo
en la obtencién de células adherentes, asi como en la viabilidad de las no

adherentes: al cultivar los PBMC con medio RS (RPMI1640 y 10% SFB) se
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produjeron pocas células adherentes, con RS-IL2 se obtuvieron un poco
mas, pero cuando se utiliza RS-SHA’ (RS y 10% SHA) casi se obtuvo
confluencia de células redondas y gigantes mononucleares. Con ia
combinacidén RS-IL2-SHA' se obtuvo una adherencia muy similar,
mostrando el efecto que tiene el SHA' en la maduracion de los monocitos
aun en presencia de la L2, pero con este medio aumenté la heterogeneidad
celular, pues coexistian células gigantes (productos de fusién de

macréfagos) con macréfagos lamelares.

La mejor viabilidad de las células no adherentes se tuvo con el medio
RS-1L2-SHA' a lo largo de los 24 dias del estudio, mientras que el cultivo

con RS-SHA’ presenté una disminucién en la viabilidad desde el dia 1 7.

Al conjuntar los resultados de células adherentes y no adherentes se
aprecia que el medio de maduracién RS-IL2-SHA’ fue el mejor de los 4
medios de cultivo probados, por generar tanto buena viabilidad en
linfocitos {células no adherentes) como gran obtencién de macréfagos

{células adherentes).

En el experimento A2 se comenzé a investigar la cantidad de células
necesarias para formar una monocapa de macréfagos madurados con RS-
IL2-SHA’: con 3.3x106 PBMC/mL atin no se alcanzaba la confluencia de
células adherentes, por lo que en experimentos posteriores esta
concentracion se aumenté hasta lograr ese objetivo, como puede
observarse en la tabla 3, Con 3.3x108 PBMC/mL iniciales, hubo aumento en
las células adherentes, pero a costa de la disminucion de viabilidad en las
células no adherentes particularmente entre el dia 5 y el 11, lo cual se
muestra en la grafica 2; considerando que la infeccién debe hacerse entre
el dia 5 y 7, debe verificarse la viabilidad de células no adherentes antes de

infectar los cultivos (entre el dia 5 y 10 de cultivo).
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Hay que remarcar que en los experimentos Al y A2 se usé SHA sin
inactivacion de complemento, lo cual generé una gran cantidad de
macréfagos con bajas concentraciones celulares. Esto explica que para
tener observaciones similares en el experimento A3 (ver figura 4) se
necesitara duplicar la concentracién celular al inicio del ensayo, pues con el

SHA descomplementado se producen menos macrofagos.

Cuando el medio se enriquece con SHA con o sin complemento, |a
concentraciéon total de suero aumenta a 20% y una gran variedad de
sustancias’? provocan una mejor maduracion de monocitos. De hecho la

supervivencia de los macréfagos ex vivo se incrementa (mas de 45 dias)

cuando se usa el medio de cultivo RS-SHA como medio de mantenimiento.
Estas observaciones son congruentes con varios reportes de la literaturas3

sobre el efecto del suero humano en los cultivas de macréfagos.

Aunque se ha mostrado que el suero humano serotipo B tiene algun
efecto neutralizante para la infeccién por VIH??, generalmente se reporta el
uso de suero humano serotipo AB #4.57 para el cultivo de macréfagos; pero
en México ese serotipo no es frecuente ni se puede obtener suero de forma
comercial. En caso de usar suero serotipo O, se estarian adicionando
anticuerpos anti-A y anti-B que pueden provocar dafio a las células del
cultivo. La opcion restante es usar suero humano serotipo A, aungue tenga

anticuerpos anti-B.

En el cultivo mixto son frecuentes las células adherentes
{macréfagos) con morfologias disimiles. En el caso de las células gigantes,
se encuentran mas frecuentemente y son de mayor tamafio en los cultivos
que tienen SHA y se les han quitado los linfocitos. Se ha reportado que el

empleo de IL4 y GM-CSF genera células gigantes en cultivos de
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macrdéfagoss?.7i, de manera similar que el SHA. En el caso de los
macrofagos lamelares, estos se observan mas frecuentemente en cultivos
con IL2 y que tienen linfocitos presentes. Para tratar de conjuntar en un
solo cultivo ambos fenotipos celulares se comenzaron a trabajar los
medios de cultivo RS-IL2-SHA vy posteriormente el RS-SHA (x3)/-IL2-SHA
(x4), con los que ademas se obtiene una mejor sobrevida de los linfocitos

en cultivos mixtos.

En un experimento posterior para conocer el efecto que tienen las
células no adherentes mas la IL2 en el desarrollo de las adherentes, se
retiraron las células no adherentes al dia 7 y como medio de
mantenimiento se usé RS. Se formaron células fibroblastoides y gigantes de
mayor tamafio que en los cultivos donde permanecian las células no
adherentes. En otro caso similar, el medio de mantenimiento fue RS-SHA,
con el cual se favorecié el desarrollo de células gigantes y el cultivo

sobrevivié mas alld de los 50 dias.

Para hacer la identificacién de macréfagos adherentes a la placa de
cultivo, se emplea comunmente la técnica de deteccién de la estearasa no
especifica’2, Se realizaron algunos ensayos pero no se contaba con los
reactivos adecuados, por lo cual se observaban falsos positivos en los
cultivos y no se tenia una identificacién confiable, por lo cual se decidié
comparar morfolégicamente las células adherentes con imagenes de los
maultiples reportes sobre cultivo de macréfagos?8, determinando asi que las

células adherentes de los cultivos eran morfolégicamente similares a las

reportadas.

Por otra parte, en el experimento A4 se desarrollaron exitosamente
los cultivos mixtos en microcultivo, lo cual representd un ahorro

considerable de material, tanto biolégico como de cultivo. En las placas de
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cultivo con pozos de fondo plano se logré finalmente la confluencia celular
de macréfagos afiadiendo una concentracién de 4.5x106 PBMC/mL inicial,
ademds se obtuvo una adherencia homogénea empleando una placa
antiestdtica (gasa con benzal) debajo de la placa de cultivo durante el

periodo de maduracion.

Cuando el cultivo mixto se establecié en placas de fondo “U", el
cultivo mixto cambié su conformacién completamente: en las partes altas
del pozo se desarrollaron los macréfagos lamelares, mientras que en la
sima permanecieron unicamente células no adherentes. Las ventajas o
desventajas que esto pueda tener frente al cultivo del VIH no es claro.
Ciertamente el cultivo del VIH en esas condiciones no fue muy exitoso,
principalmente porque esos cultivos tuvieron mucha destruccién celular
incluso en los controles negativos sin virus, lo cual sugiere posteriores
optimizaciones. Una razén para establecer el cultivo mixto en estos pozos
en “U” fue que la titulacion viral se realiza en estos mismos pozos, pero
dnicamente con 45 000 PBMC/pozo. Si el cultivo mixto se optimiza en
estos pozos seria posible desarrollar estudios de titulacién viral en cultivo
mixto de linfocitos-macréfagos y tener informacién menos sesgada sobre

la infectividad y tropismo de indculos virales.

La funcion de los distintos fenotipos de macréfagos no ha sido
claramente determinada: algunos autores sefialan que los macréfagos
lamelares posiblemente tienen capacidad estimuladora y por ello forman
entramados mediante largas prolongaciones celulares, mientras que las

células gigantes tienen una funcién principalmente fagocitica?s.??,

Dado que el objetivo de esta tesis es cultivar al VIH en un sistema
celular mixto y por las miltiples variantes de cultivo desarroliadas, se

procedié a buscar el material bioldgico que permitiera tal estudio. La
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cantidad de plasma necesario superaba los 20 mL, lo cual significa que casi
el doble de sangre debia ser obtenida de un paciente; por ética se opto a
extraer esa sangre de un donador sano e inocular en el plasma diluciones

del virus prototipo b y con ello hacer los cultivos.

El empleo de plasma presenta una dificultad técnica particular: los
cultivos de plasma se coagulan al quedar en ellos factores de la cascada de
la coaguiacién, el anticoagulante se diluye y su efecto se elimina. En esta
tesis se decidié hacer lavados para minimizar este fenémeno, pero hay
algunos estudios que indican que ia coagulacién no interfiere con el
contacto célula-célula o virus-célula®s, aunque es posible que los
macréfagos presentes incrementen sustancialmente el fendémeno de

coagulacion.

Las diluciones de {llb/plasma fueron inoculadas en los 3 cultivos
mixtos mencionados en el experimento A4 y se lograron cultivar todas fas
diluciocnes de lllb en los 3 sistemas de cultivo, incluso la dilucién 1:1024

que tenia 3.5 Dlso fue cultivable a niveles altos luego de 28 dias.

Debe sefialarse que la primera determinacién de Ag p24 al dia 3 de
infeccion (3i) no estaba programada y se hizo lnicamente a las diluciones
estandar, 1:16 y 1:64 porque se observaron sincicios en la dilucién 1:16
del cultivo RS-IL2-SHA en fondo plano. Esta determinacion mostré que
esas 3 diluciones de lilb habian producido altas cantidades de Ag p24 en
poco tiempo. Al dia 6i se volvio a medir el Ag p24 en el sobrenadante de
los cultivos y se confirmaron los casos positivos pero el nivel de Ag era

menor que al dia 3i.

Al dia 12i se alimentaron los cultivos con PBMC recién activados con

PHA y acto seguido, al dia 13i se determind Ag p24. Desde la dilucién
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estandar hasta la dilucion 1:256 se observan Ag p24 positivos e incluso
superiores en todos los casos a la determinacion del dia 6i. Nuevamente
llama la atencién que el cultivo mixto produjera altos niveles de p24 al dia
siguiente de haberlo alimentado, aparentemente haciendo un proceso de
infeccién aguda. Para ef dia 20i todos los cultivos son positivos para todas

tas diluciones virales, lo cual se confirma el dia 28i.

En la grifica 8 se representa una cinética de produccién acumulada
de Ag viral. Es muy notorio que el cultivo con RS-IL2-SHA en pozo de
fondo “U” produjo menos Ag viral a lo largo del estudio. En contraste, los
otros dos cultivos en pozos de fondo plano produjeron cantidades

superiores de Ag p24 pero muy similares entre ambas.

Con los pocos datos que se obtuvieron es imposible determinar si
existe diferencia alguna entre el cultivo RS-IL2-SHA vy el cuitivo RS-SHA
(x3)/H.2-5HA (x4); hay que considerar que sus comportamientos fuaron
muy similares hasta el dia 20i, pero en la determinaciéon del dia 28i,
unicamente RS-SHA (x3)/IL2-SHA (x4) en la dilucidon 1:1024 tuvo un
aumento importante, mientras que el cultivo RS-IL2-SHA mantuvo un bajo
nivel de produccion. Esto Gltimo posiblemente se deba a un error
experimental, puesto que en las determinaciones de dfas anteriores no
habia ninguna diferencia y seria poco probable que hasta el dia 28 se viera

reflejado alglin efecto atribuible a la maduracién de los cultivos.

Existe una clasificacién de los aislados virales segin su cinética de
crecimiento en cultivo’3: a los aislados virales capaces de producir niveles
detectables de p24 at tercer dia de cultivo se les atribuye un patrén de
replicacion rapido, mientras que los aislados que requieren entre 7 y 27
dias para producir p24 son de replicacién lenta. En los ensayos realizados

con el virus prototipo b se presentaron los dos fenotipos: desde la
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dilucién estandar hasta la 1:64 se observa una abundante produccién de
Ag p24 al tercer dia de cultivo (fenotipo rapido}, en cambio las diluciones
1:256 y 1:1024 se volvieron positivas hasta después del dia 13 (fenotipo
lento). Este fendmeno sugiere que el fenotipo observado /n witro ho
corresponde dnicamente a la capacidad replicativa del genoma viral sino
que la cantidad de virus presente es un factor fundamental en la cinética de
replicacion viral observada, pues tradicionalmente el prototipo [lllb ha sido

clasificado con el fenotipo de crecimiento rapido.

En lo que refiere a economia de materiales, es un hecho que en el
cultivo RS-SHA (x3)/IL2-SHA (x4) se emplea la tercera parte de IL2 que en
el cultivo RS-1L2-SHA, por lo cual se escogié como el medio de maduracién

de macroéfagos para el experimento con plasmas de pacientes infectados.

A su vez, en el experimento C2 se pusieron a cultivar los plasmas de
6 pacientes infectados. En la grafica 9 se aprecia que nuevamente al inicio
del cultivo mixto (1i) aparecen niveles altos de Ag p24, que semejan un
proceso de infeccidn aguda. Ese Ag no es residuo del Ag libre presente en
los plasmas, segliin muestra {a tabla 9, pues todos los plasmas eran

negativos al Ag p24 por determinacion directa.

Con la finalidad de tener resultados mas confiables sobre la
presencia de Ag p24 en plasma se estandarizé la técnica de disociacién
dcida de complejos inmunes (experimento B). Mediante esta técnica se
volvieron positivas todas las muestras evaluadas en el ELISA casero. Estos
resultados indican que el Ag p24 se encontraba formando complejés con

anticuerpos que impedian su determinacion.

El plasma ECH obtuvo el mayor indice de produccién de Ag p24 en

cultivo y también la mayor cantidad de Ag p24 por ICD en plasma. El caso
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contrario fue la muestra NRM que produjo escaso Ag p24 en cultivo mixto
y era escaso el Ag p24 por ICD en plasma. El resto de las muestras no
presenta una relacién tan clara entre sus valores, pero se necesitarian mas
muestras para hacer un analisis mas detallado de la posible correlacion
entre el Ag encontrado en etapas tempranas del cultivo con el Ag presente

en plasma.

Ciertamente no se logré establecer por Jargo tiempo el cultivo virai
de pacientes infectados por el VIH en el sistema de cultivo celular mixto de
linfocitos—-macréfagos, aunque se obtuvieron niveles ailtos de Ag p24 en
etapas tempranas de la infeccién, lo cual suglere un estadio de infeccion

aguda.

Por todos los resultados presentados deben realizarse mas estudios
sobre la infeccién del cultivo mixto de linfocitos-macréfagos madurados
con medio RS-SHA (x3)/IL2-SHA (x4). Particularmente deben estudiarse las
etapas tempranas de la postinfeccién, pues tanto en los resultados de
infeccién con illb como con plasmas de pacientes se observan elevaciones
importantes del Ag p24 al poco tiempo de haber realizado la infeccién (1 a
3 dias). Ademas esos aislados primarios puedieran cultivarse en lineas
celulares (MT2) para asegurar la validez de estos resultados y poder hacer
estudios moleculares sobre los virus infecciosos circulantes en el plasma al

momento de recolectar esa muestra.

Finalmente, el sistema de cultivo celular mixto de células humanas
normales representa un material de estudio potencialmente atil para
estudiar interacciones célula-célula, asi como a la infeccidn viral que pueda

ser facilitada por el microambiente resultante de la interaccién.
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6. CONCLUSIONES

Se estandarizé un sistema de cocuitivo celular que permite la

convivencia de diferentes células susceptibles a la infeccidn ex wivo por el

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH): los linfocitos y los macréfagos
derivados de monocitos de sangre periférica, empleando un medio de

cultivo que contiene suero humano e IL2.

Los cultivos desarrollados fueron permisivos a la infeccién tanto por
el virus prototipo lllb a bajas dosis infecciosas, como por los virus

provenientes de plasmas criopreservados de personas infectadas.

Son necesarios mas estudios sobre las etapas tempranas de la
postinfeccion de los cultivos mixtos (linfocitos-macréfagos), pues tanto en
las infecciones con {lib- como con plasmas de pacientes se observan
elevaciones importantes en la produccidn viral a pocos dias de realizada la

infeccién.

Ademas, analisis genét‘icos de las poblaciones virales predominantes
en estos cultivos permitirian comparaciones con los virus presentes en las
muestras biologicas ensayadas; de esta manera se podria establecer la
posible utilidad de este sistema de cultivo en la recuperacion de una mayor
variedad de cuasiespecies virales y su papel en posteriores estudios schre

la infeccion por el VIH,

Finalmente, el sistema de cultivo celular mixto de células humanas
normales representa un material de estudic potencialmente udtil para
estudiar interacciones célula-célula, asi como a la infeccidn viral que pueda

ser facilitada por el microambiente resultante de la interaccion.
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7.

APENDICE (Técnicas de rutina%s)

Obtencién de PBMC frescos a partir de concentrados leucoplaquetarios

. Diluir a partes iguales el concentrado leucoplaquetario (CL) con PBS.
. Poner 25 mL de HystopaqueMR en tubos cénicos de 50 mL y luego afadir

25 mL del CL muy lentamente por la pared del tubo, sin romper la

interfase que se forma entre liquidos.

3. Centrifugar estos tubos sin freno a 1400 r.p.m. por 30 minutos.

0 o N o,

. En otros tubos, afiadir aproximadamente 40 mb de PBS donde se lavardn

los PBMC obtenidos en el siguiente paso.

. Al término de la centrifugacién, recofectar la capa blanquecina de PBMC

gue se forma en la interfase (con cuidado de no agitar el tubo). Los PBMC

se agregan a los tubos del paso 4.

. Centrifugar a 1200 r.p.m. por 10 minutos.
- Desechar sobrenadante. Resuspender células y {lenar el tubo con PBS.
- Repetir los pasos 6-7 y tomar una alicuota para hacer conteo celular.

. Repetir el paso 6. Resuspender las células en el medio de cultivo y la

concentracion necesarios.

Conteo celular con azul tripano

1.

2.

3.

Afadir a un tubo de microcentrifuga 10 pL muestra en 90 ulL azul

tripano 0.4%. Agitar.
Cargar ia camara de Neubauer y hacer conteo diferencial (vivas y

muertas) en los cuadrantes para leucocitos.

Calcular PBMC/mL = _PBMC vivas * 104 +dilucién en colorante
4
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Congelamiento de PBMC

1. Centrifugar tos PBMC a 1200 r.p.m. por 10 minutos.

2. Desechar sobrenadante. Resuspender las células en una concentracién
aproximada de 107 PBMC/mL con medio de congelamiento (90% SFB
inactivado y 10% DMSO).

3. Preservar en crioviales de 2 mL a -70°C por 24 horas para luego

transferirlos a un tanque de nitrégeno liquido.

Descongelamiento de PBMC

1. Agregar aproximadamente 10 mL RPMI-1640-10% SFB (RS) a 37°C a un
tubo conico de 15 mL.

2. Las células deben manejarse con cuidado y deben descongelarse
rapidamente en un bafio de agua a 37°C, hasta que sbélo quede un
pequeno cristal de hielo en el criovial.

3. Transferir las células al tubo con medio y resuspender suavemente.

Agregar medio de cultivo cbp 15 mL.
. Centrifugar a 1000 r.p.m. por 10 minutos.
. Desechar sobrenadante. Resuspender células y llenar el tubo con PBS.

. Repetir los pasos 4-5-4.

~N N vi L

.'Desechar sobrenadante. Resuspender las células en el medio de cultivo y

la concentracion necesarios.
Preparacién de PBMC de donador sano estimuladas con PHA

1. Ajustar los PBMC a 2*10% cél/mL en medio RS en frascos o placas de
cultivo segin sea el caso.
2. Aladir PHA para tener una concentracion final entre 2 y 5 ug/mL (segun

indicaciones del fabricante).
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3. Mantener en la incubadora a 37°C y 5% CO: por 2 dias

4. Cambiar el medio de cultivo a RS-IL2 durante 1 dia.

ELISA casero de captura para antigeno p24 74

Soluciones

Amortiguador de sales y fosfatos
(P85) pH 7

1000 mL agua destilada

8 g cloruro de sodio

0.2 g cloruro de potasio

1.44 g fosfato dibasico de sodio
0.24 g fosfato monobisico de sodio

Solucién de pegado pH 7
PBS + 0.1 mM merthiolate

Amortiguador de dilucién pH 7 Filtrado
100 mL PBS

2 g albumina sérica bovina

2 mk tween 20

0.1 mM merthiolate

Solucién de paro
36.5 ml acido clorhidrico
463.5 mL agua desionizada

Procedimiento

Amortiguador para lisis de muestras
50 mL agua desionizada

0.394 g TRIS HCI

0.438 g NaCl

0.5 mL Tritén X100

0.5 g deoxiglicolato

500 ul estindar 1M de floruro de
fenil-metil-sulfonilo (PMSF)

Amortiguador de citrofosfatos
pH 5.5

1000 mL agua desionizada

4.52 g dcido citrico

15.29 g fosfato dibasico de sodio
heptahidratade

1.En una placa para ELISA Maxisorb™R, colocar para cada pozo 200 plL de

amortiguador de pegado con 1 pg del anticuerpo 6C6 y 1 pg del

anticuerpo 8G11 o del 8D2.

2. Cubrir e incubar toda la noche a temperatura ambiente (20-25°C).

3. Lavar con agua desionizada una vez y eliminar todo el liquido residual

golpeando sobre un papel absorbente.

4. Bloquear con 300 pL de amortiguador de dilucion 1h a 37°C.
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5. Lavar 4 veces con agua desionizada.

6. Control positivo: de una alicuota de sobrenadante de IlIB/Molt, de
concentracion conocida de p24, tomar 100 pL y colocarlos en un pozo;
iuego hacer al menos 6 diluciones seriadas con 100uL de amortiguador
de dilucién y finalmente 100yl de amortiguador de lisis en cada pozo.

7. Muestras: adicionar 100 pL de muestra y 100 plL de amortiguador de
lisis.

B. Cubrir e incubar toda la noche a temperatura ambiente 0 4 ha 37°C.

9. Eliminar el contenido de cada pozo sobre una solucion desinfectante y
lavar 4 veces con agua.

10. Adicionar 200 pl de la siguiente mezcla de anticuerpos marcados con
peroxidasa: 1G3, 1G10 y 5E1 a la dilucidn indicada para cada lote en
amortiguador de dilucion.

11. Cubrir e incubar 9C minutos a 37°C.

12. Lavar 4 veces con agua desionizada.

13. Preparar la solucion del sustrato 1.5 mg/mL de o-fenilendiamina en
amortiguador de citrofosfatos mas 0.02% de H;0: y adicionar 200 L por
pozo,

14. Sin cubrir, incubar 20 min a temperatura ambiente y en la obscuridad.

15. Adicionar 50 pL de ia solucién de paro.

16. Leer la densidad éptica con un filtro de 492 nm teniendo como
referencia un filtro de 620 nm.

17. Calcular la linea de corte con el promedio de los controles negativos

mas dos veces el valor de la desviacion estandar de tales valores.

Como método de referencia se utilizo el ensayo comercial Abbot

HIVAg-1 monoclonal p24 Ag assay, siguiendo el protocolo del fabricante.
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Determinacion de la dosis infectiva media (Dlso) en PBM(C45

(Se realiza af menos por triplicado).

1.

o 00 N O v A

Colocar 45000 PBMC en 100 uk de RS-IL2 por cada pozo de placa de 96

pozos con fondo en “U".

. Tomar 2 alicuotas del material a titular (sobrenadante). Inactivar una

alicuota a 56°C por 40 minutos {control de virus inactivado).

. Diluir tales alicuotas en factor de 2, 3 6 10 segln se requiera y tomar

100 ul de cada dilucién, para ser agregados a la placa de cultivo, sobre

tos 100 pL de células ahadidos anteriormente.

. Incubar 24 horas a 37°C y 5% CO,.

. Centrifugar la placa a 1200 r.p.m. por 10 minutos.
. Retirar el sobrenadante y agregar 200 plL de PBS.

. Repetir el paso 6.

. Retirar el sobrenadante y adicionar 250 pl RS-iL2.

. Al dia 7 recolectar el sobrenadante y determinar Ag p24 a todas las

diluciones.

10. Por el método de Reed y Muench se calcula {a Disp, completando [a

siguiente tabla:

Dilucién log dilucidn Ensayos (+/-) % respuesta positiva

12. Con esos datos resolver la siguiente ecuacion:

% distancia_, (% respuesta positiva superior a 50 %) - 50 %

(¥respuesta positiva superior a 50%)-(¥respuesta positiva inferior a 50 %)

13. Finalmente tomando en cuenta los logaritmos de dilucién:

jog IDso = (log dilucién superior a 50%) + (%distancia * log factor dilucion)
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