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Existe una pequeña _diferencia entre la persona común y 

aquellas personas que' han'. logrado aprovechar al máximo su potencial 
y han sobresalido á;aqú~llo'a lo'que se dedican. 

Lo que los hace:~;it}e:~:~~;~~ ~: J~~-cteligencia superior ni una mejor 
aptitud ffsica/ ni uni{ínejc:Ír,edLiciáCión;• 'ni con mucho tener mucha 
suerte.'.::··¡.;,. :·· ~;-;: :." _;,.;,_ -~-r~t.-:~~-- 1 , '.· ;.: i5 :~~!,?;:rf·~; :t¿;:· ]: }; tf ::;.- '.--~ :-- 1' ~ 1-:: ' - - -

< -- ::- ' - ;_-~: :· __ ::,-,:.:: : ~' • ::; '':-'·'; :'("\'_!~_-,~·~ _> '.·· >: ;_~'.-· ~~, .. , t~_7,:,• :-<:-;i;,,;· ·- - ;"!. 

Sobran ejemplos; de' grandes' person~J.;.'s qi:.ae se han sobrepuesto a 
situaciones terribles de;sU'vida;:y pese a ello han logrado ser ejemplos 
a seguir .• ¡ ec'" ;; :, 'T ~·- -·;>;'\ ,,,. -- ·--

:~ _,. --:?f~·~:~t- ;~-~;_"-

Cuál es su s~t::reto?_:; • 

Si todos compartf¡,,os'más'ó ménos las mismas características y 
hemos sido dotados con:los mismos dones porqué entonces unos 
logran siempre 'IO:,quei se' proponen y otros se conforman con quejarse, 
resignarse ó'simplemente sobrevivir? 

El secreto'-está en la a'ctitud que tienen ante las situaciones que la vida 
les presenta. 

Esa es la diferencia. -
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RESUMEN. 

OBJETIVO. Los macrófagos residenles en el pulmón juegan un papel fundamental en 
el control de infecciones por microorganismos intracelulares, uno de los principales 
mecanismos mediante los cuales controlan estas infecciones es que al activarse 
producen óxido nítrico (NO), el cual posee una potente activídad microbicida. Sin 
embargo cuando disminuye la población de celular local o se encuentra funcionalmente 
alterada, se facilita la diseminación de los microorganismos. Considerando que la 
coinfección por VIH-1 y Mycobacten·um tuberculosis es frecuente y que ambos 
patógenos alteran la respuesta inmunológica, se decidió estudiar la producción de óxido 
nítrico sintasa inducible (iNOS) y la tendencia a desarrollar apoptosis después de 
activación, en células de lavados broncoalveolares (LBA) de niños con SIDA perinatal y 
tuberculosis, comparados con niños solo con tuberculosis y con niños sanos. 
MATERIAL Y METODOS. Se obtuvieron células de LBA de 18 niños divididos en 4 
grupos a) SIDA b) SIDA más tuberculosis, c) tuberculosis, y d) niños sanos. La 
presencia del VIH-1 en el sobrenadante y células de LBA fue demostrada mediante la 
amplificación del gen gag por RT-PCR y PCR anidada. La expresión de iNOS se 
determinó mediante RT-PCR a partir de células de LBA no activadas y de células de 
LBA activadas con phorbol rn1ristato acetato (PMA). El índice de apoptosis en células de 
LBA activadas y no activadas fue medido mediante la técnica de TUNEL. 
RESULTADOS: En el sobrenadante de LBA de todos los niños con SIDA se amplificó 
DNA proviral y RNA del gen gag y en células de LBA en un niño que tenia SIDA y 
tuberculosis. En ningún caso se demostró con capacidad 1nfectante viral mediante 
cocultivo in v1tro Aunque en todos los grupos se demostró la expresión de iNOS ésta 
parece estar disminuida en los pacientes con coinfección por VIH-1 y M. tuberculiosis. 
La proporción de células apoptóticas fue mayor posterior a la estimulación con PMA en 
el grupo de niños con SIDA mas tuberculosis en comparación con los otros grupos de 
pacientes. 
CONCLUSIONES: Se demostró que las células de LBA en los niiios son probables 
raservorios del VIH-1 pues se amplificó DNA proviral, pero se demostró la existencia de 
particulas virales infectantes. Así mismo, en los niños con coinfección por SIDA + 
tuberculosis, las células de LBA desarrollaron mayor proporción de apoptosis y menor 
transcripción de iNOS ante el estimulo con PMA. Estos datos sugieren una afección de 
los mecanismos de activación de las célula pulmonares en los pacientes pediátricos con 
coinfección por VIH-1 y M. tuberculosis. 
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SUMARY: 

PURPOSE. Alveolar macrophages residing in lung play a fundamental role in the control 
of intracellular infections. A main control mechanism resides in their ability to produce 
the highly microbicida! molecule nitric oxide (NO) when they are activated. However 
when the local cell population decreases or has functional alterations, the dissemination 
of intracellular pathogens may be facilitated. Coinfection with HIV-1 and Mycobacterium 
tuberculosis is a frequent cvent which leads to profound immunological alterations. 
Therefore, we decided to investigate the inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
praduction and the tendency to develop apoptosis upan activation in cell.; of 
broncoalveolar lavages (BAL) obtained frorn ped1atric patients with perinatal AIDS and 
tuberculosis as compared with children with AIDS ar tuberculosis. 
MATERIAL ANO METHODS. BAL cells from 18 children. were classified in four groups 
were obtained: a) AJOS b) AJOS and tuberculosis, c) tuberculosis, and d) healthy 
children. HIV was demonstrated amplifying the gag gene in supematant and cells from 
BAL by nested PCR and RT-PCR. INOs expression was assessed by RT-PCR in BAL 
cells activated with phorbol miristate acetate (PMA). The apoptotic index was 
determinad by TUNEL 1n cells from BAL actívated with PMA. 
RESUL TS. HIV-1 proviral ONA and RNA was amplified from BAL supematant from ali 
patients with AIDS and in cells from ene patient with HIV-1 and M. tuberculosis 
coinfection. In no case 1t was possrble to identify infecting virus by in vitro ca-culture. 
Although iNOS expression was demonstrated in ali groups, it seems to be decreased in 
patients with coinfection w1th VIH-1 and M. tuberculosis. Higher proportion of apoptotic 
cells upan stimulation with PMA was observed in patients with AIDS and tuberculosis as 
comparad with the other pat1ents. 
CONCLUSIONS. lt was demonstrated that cells from SAL may function as reservoir of 
HIV-1 because proviral DNA was amplified in this compartment. Nevertheless, infecting 
viral particles were not demonstrated. After stimulation with PMA. BAL cells from 
children with AIDS and tuberculosis developed apoptosis in a higher proportion and 
presented less 1NOS transcription than the other groups. These data suggest that the 
activation mechanisms of pulmonary cells are affected in children coinfected with HIV-1 
and M. tuberculosis 

TESI~~ 
Fi\L~;_\ 
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ANTECEDENTES 
La epidemia mundial del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) tiene cada 
vez mayor impacto sobre la salud materno-infantil. En 1994, se estimaba que existían 
alrededor de 3 millones de niños infectados en el mundo; cifra que puede incrementarse 
rápidamente de no existir medidas preventivas efectivas, pues se calcula que en el año 
2000 hubo 40 millones de personas infectadas y, conforme la razón hombre: mujer se 
acerque más a 1 :1, la proporción de niños con SIDA crecerá cada vez más, debido a 
mayor riesgo de transmisión vertical. 

Las tasas de transmisión perinatal varían del 5 al 40% siendo las más bajas en Europa y 
Estados Unidos y las más altas en Africa 1

• Se calcula que mientras que en los paises 
avanzados nace un niño al año infectado por el VIH, en los paises en vías de desarrollo 
nacen aproximadamente 100 al día 2 . En México la estrategia de administrar tratamiento 
antirretroviral a las embarazadas con VIH-1 ha logrado disminuir el riesgo de 
transmisión vertical. Los esquemas altamente efectivos de tratamiento antirretroviral 
han revolucionado el tratamiento del SIDA en los niños. ofreciendo periodos 
prolongados de supresión viral y por lo tanto restauración de la respuesta inmune. Así 
mismo, el tratamiento profiláctico contra las plincipales infecciones por agentes 
oportunistas en los niños con infección avanzada ha ayudado a reducir la morbilidad y 
mortalidad asociada al SIDA y, por ende, ha aumentado su calidad de vida. 

El VIH, que pertenece a la familia de los lentivirus, es el agente etiológico del SIDA 3 . 
Existen dos tipos de VIH: el VJH-1, se encuentra diseminado en todo el mundo y es 
responsable de la mayoria de casos de SIDA; y el VIH-2, que se encuentra 
relativamente restnngido al Aflica. Muy probablemente el VIH-1 proviene de infección 
viral (SIVcPz) transmitida a partir de chimpancés, en tanto que et VIH-2 parece provenir 
de otros primates 4

·
5

• La n1ayoría de los casos de la pandemia de SIDA en el mundo se 
deben a VIH-1 del grupo M. el cual a su vez se divide en subgrupos o subtipos 
("ciadas"). que tienen una alta homología. 

El proceso de evolución del VIH incluye tanto mutaciones como recombinaciones, lo 
que aumenta considerablemente su capacidad de variación 6

•
7

• La importancia 
epidemiológica reside en el hecho de que los diferentes subgrupos tienen una 
distribución geográfica bien definida, pero dinámica y su estudio puede proporcionar 
información sobre el comportamiento de los patrones de diseminación de la pandemia; 
por otro lado, los ensayos diagnósticos genéticos. generalmente basados en el 
subgrupo B. ¡;>ueden dar resultados inexactos en los lugares donde hay otros subgrupos 
prevalentes La información sobre la virulencia de los subtipos es contradictoria, 
algunos reportes sugieren que existen subtipos que se asocian a una progresión más 
rápida de la enfennedad 9

, en tanto que otros no encuentran ninguna correlación 10
. 

El virión de VIH consiste en dos copias de RNA de una sola cadena, la;; cuales están 
empacadas dentro de un core, que contiene varias proteínas esenciales para el ciclo de 
replicación viral, como son la transcripción reversa y la integración. El core a su vez 
está envuelto por una membrana lipídica, que proveniente de la célula infectada, donde 
se encuentran embebidas las glicoproteinas virales gp120 y gp41 fuertemente 
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asociadas formado heterotrímeros. La glicoproteína gp120 tiene gran afinidad por la 
molécula CD4 (presente en linfocitos T cooperadores, en monocitos y en macrófagos) y 
por tanto media la adhesión del virus a las células que infecta. Sin embargo, para que el 
virus penetre a sus células blanco, es necesaria la participación de un segundo receptor 
que se une a un dominio diferente de gp120 y que provoca cambios confannacionales 
en el complejo gp120-gp41 y que exponen un dominio hidrofóbico de Ja glicoproteína 
gp41, responsable de iniciar el proceso de fusión viral a la célula blanco. Los dos 
correceptores bien caracterizados para el VIH-1 pertenecen a la familia de los 
receptores para quimiocinas 11

. El receptor CCRS, normalmente ligando de las P
quimiocinas RANTES (CCL5), MIP-1« (CCL3) y MIP-1 J3(CCL4), participa en la fusión 
de VIH-1 monocitotrópico no formador de sincícios (NSI o R5) a monocitos y linfocitos 
12

:
13

. El receptor CXCR4, también conocido como fusina y normalmente ligando de la 
quimiocina SDF-1, participa en la infección de capas linfocitotrópicas de VIH formadoras 
de sincicios (SI o X4) a linfocitos T 14

. Además, se ha demostrado que otros receptares 
para quimiocinas, como CCR2 y CCR3, pueden también servir como correceptores del 
VIH-1 en deterniinadas condiciones experimentales in v1tro. pero probablemente no 
tienen esta propiedad durante el proceso de infección in vivo. 15

•
16

. Así mismo, se ha 
sugerido que hay otros receptores que median la infección de otras células de la 
médula ósea 17 Recienten1ente se ha comprobado que cepas X4 o SI de VIH-1 
infectan in vitro a linfocitos T coa• de manera independiente de CD4, CXCR4 o CCRS, 
pues et virus muta generando cepas CDS-trópicas que pueden utilizar a CDS como 
único receptor 18

'
19

. En pacientes con SIDA se han aislado clonas de linfocitos T Coa• 
productoras de virus viable ;!o Estos hallazgos pudiesen tener implícaciones 
import;:.11tes en el entendimiento de la fisiopatologia de la infección por VIH-1, pues se 
sabe que los linfocitos T coa• tienen un papel protector fundamental y que el desarrollo 
del SIDA se asocia su declinación. 

Flslopatología del SIDA. 
El VIH-1 se transmite por vía sexual. parenteral, por productos derivados de la sangre, 
rara vez por exposición de mucosas con sangre contaminada. durante el embarazo y en 
el periodo neonatal. El trauma rectal y la presencia de lesiones ulcerativas en el tracto 
genital incrementan el riesgo de infección por el VIH-1 durante el contacto sexual. 
Durante el coito el virus se deposita en las mucosas de los órganos genitales, 
orofaringe o recto, los cuales contienen gran cantidad de células dendríticas (OC) y 
células de Langerhans, que atrapan partículas virales 21

·
22

• Estas células capturan al 
VIH-1 mediante la lectina de superficie DC-SIGN (CD209), que es un receptor para 
gp120. Si e! virus no es intemalizado, puede permanecer viable en la supeñicie celular 
varios días y ser transportado rápidamente hasta ganglios linfáticos regionales donde 
encuentra linfocitos T CD4• °'. El virus puede infectar también linfocitos T co4• y 
macrófagos residentes en el tejido linfoide asociado a las mucosas 24

. Una vez que 
gana acceso a los ganglios linfáticos regionales. se presenta una primera viremia que 
lleva a una amplia diseminación del virus en todos los tejidos linfoides del organismo, 
donde puede permanecer "latente". Las células dendríticas foliculares (FDC) y también 
los linfocitos B pueden funcionar como reservorios extracelulares del VIH-1, pues se ha 
demostrado que los viriones opsonizados por complemento se adhieren al receptor de 
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complemento CR2 (CD21 ), permaneciendo viables en la superficie de tos linfocitos B 25• 

Además, el virus puede encontrar otras vías de diseminación, incluso en células CD4", 
pues se ha demostrado in vitro que células cocultivadas con linfocitos CD4+ infectados, 
que sufren apoptosis, pueden tomar cuerpos apoptóticos conteniendo DNA proviral e 
infectarse de manera independiente de CD4 y los receptores de quimiocinas 26

• 

También se ha demostrado que el VIH-1 tiene capacidad de unirse a la "Lactina 
Adherente a Manosa" ( .. Mannose-Binding Lectin .. o MBL), que es una proteína sérica 
que interviene en la adhesión de microorganismos a diversos elementos de la 
inmunidad innata 27

. 

El VIH-1 infecta principalmente a los linfocitos T CD4• y las células monocíticas; sin 
embargo, virtualmente cualquier célula que exprese C04 y un correceptor apropiado 
puede ser anfitrión del VIH-1. Así mismo. in vitro se ha logrado infección en diferentes 
lineas celulares entre las que se incluyen FDC, células de la microglia. megacariocitos y 
eosinófilos, células del timo, del estroma de la médula ósea, astrocitos, 
oligodendrocitos. células del epitelio renal, del cérvix, células trofoblásticas, de la 
mucosa rectal e intestinal. Existen por lo menos tres mecanismos dominantes que 
conducen a la pérdida progresiva de células CD4 en la infección por el VIH-1. Primero. 
el VIH-1, sobre todo las cepas SI o X4, causa muerte celular por su efecto citopático 
directo· segundo. existe un incremento en la inducción de apoptosis. tanto de las 
células infectadas como en las células vecinas CD4 .. o coa·. Son varios los 
mecanismos. pues las proteínas virales Tat y gp120 solubles inducen la expresión de 
FasL (CD178f8

• en tanto que gp120 y SDF1 (CXCL 12) incrementan la expresión 
membrana! de TNFu. y de TNFRll 29; también puede haber un proceso de muerte 
inducida por activación ("activation induced cell death" o AICD) mediado por Fas/FasL 
(CD951CD178)30

, por TNF 3
1.

32 o por mecanismos independientes de Fas (CD95) 32
-34. 

Por último. las células CD4 infectadas pueden ser destruidas por los linfocitos Coa• 
c1totóxicos que los reconocen por los péptidos virales presentados por MHC clase 1 • 

Manifestaciones clínicas_ 
La infección por VIH-1 sigue un curso clínico típico en la mayoría de los pacientes, los 
cuales desarrollan inmunodeficiencia severa en ausencia de tratamiento en un periodo 
aproximado de diez años 3~. Se ha observado que existe una pequeña proporción de 
pacientes (aproximadamente el 5%>) en los que la infección por VIH-1 progresa 
lentamente y los linfocitos T CD4• permanecen prácticamente nonnales con niveles 
muy bajos de RNA viral circulante. Este estado, llamado de .. lento-progresar" o .. no
progresor'', se explica porque algunas ~ersonas pueden infectarse con virus 
parcialmente atenuados de manera natural debido a que desarrollan mutaciones que 
disminuyen su capacidad replicativa 37 o. bien ~arque algunos individuos tienen una 
resistencia innata parcial a la infección por el VIH 38

• 

La infección por el VIH-1 se caracteriza por la depleción progresiva de Jos linfocitos T 
CD4.. que condiciona un estado de inmunosupresión severa con síntomas 
constitucionales, alteraciones neurológicas, infecciones por agentes oportunistas y 
neoplasias 35

. En ta infección por el VIH-1 los mecanismos intrínsecos de defensa del 
hospedero no son capaces de eliminar al virus 39•

40
. 
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En los niños infectados verticalmente hay un periodo de latencia más corto que en los 
adultos y más viremia cuando se compara con aquellos niños que se infectaron al recibir 
transfusiones. La mayoría de los niños infectados desarrollan enfermedad clínica en el 
primer año de vida 41

. Algunos pacientes presentan fonnas clínicas répidamente 
progresivas de SIDA que se caracterizan por infecciones por gérmenes oportunistas, 
infecciones bacterianas severas recurrentes, cáncer, encefalopatia y síndrome de 
desgaste: en cambio, otros pennanecen asintomáticos durante varios años. Aunque no se 
conocen con exactitud que factores determinan el curso clínico de la enfermedad, se sabe 
que los productos pretérmino son especialmente vulnerables a la exposición intrauterina 42 

y que los infantes infectados durante la gestación tienen infección más extensa y por tanto 
enfermedad más acelerada, que aquellos que se infectan durante el parto. De cualquier 
manera, la carga viral materna y la cuenta de CD4 tienen valor pronóstico 43 y es posible 
predecir SIDA estableciendo un punto de corte de linfocitos CD4• de 1500 células/µI a los 
3 o 6 meses de edad 44-~-

El espectro clínico de SIDA en infantes difiere en los país~s desarrollados y en los paises 
en vías de desarrollo. En paises en vias de desarrollo, la mayoría de los infantes con 
1nfecc1ón sintomática por VIH-1. manifiestan durante el primer año de vida retraso en el 
crecimiento y desarrollo, neumonía, diarrea, candidiasis oral, linfadenopatia, hepato
esplenomegalia 4546 En latinoaménca los datos de autopsia revelan que las infecciones 
por gérmenes oportunistas más frecuentes incluyen Gandida sp, Pneumocystis can"nii 47 

se asocia con desnutrición. trastornos del crecimiento y tuberculosis 40
• Los síndromes 

clínicos de SIDA en rnños de Afnca son difíciles de reconocer sin la ayuda de la serología, 
la desnutrición y las infecciones respiratorias son dominantes y los pacientes tienen muy 
mal pronóstico 4~ 

En los niños el virus afecta con frecuencia al Sistema Nervioso Central. La exposición 
intrautenna al VIH sin infección parece no tener efectos negativos sobre las funciones 
neurológicas 50

. Pero una vez que se establece infección, los desórdenes neurológicos 
son complejos y puede haber ~rada variable de retraso mental, de afectación de la 
motricidad o del comportamiento 1 El complejo de demencia en el SIDA es un síndrome 
caracterizado por defectos cognitivos y disfunción conductual y motora. El lenguaje 
expresivo se afecta más tempranamente que el lenguaje receptivo y la función cognitiva 
se mantiene estable 51 Aunque algunos autores afinnan que en la microcefalia que se 
observa en la infección por VIH congénita, la pérdida de tejido cerebral es global y 
proporcional entre corteza. materia gris subcortical y materia blanca 52

, pero otros han 
encontrado un patrón específico de atrofia distinto a otras etiologías. caracterizado por 
atrofia central, que primariamente afecta la materia blanca subcortical o las regiones de 
los ganglios basales 53 Sin embargo, la experiencia de la dinica de SIDA en niños del 
Hospital de lnfectologia del CMN "'La Raza", que atiende actualmente a 97 niños de una 
cohorte acumulada de 320 pacientes es diferente, pues solo se ha observado daño 
neurológico asociado a SIDA en 4 pacientes (1.25º/o), así mismo la neumonía por p_ cannii 
solo se ha comprobado en 10 casos (3.12ºA>) y, a diferencia de lo reportado en la literatura, 
se ha observado mayor incidencia de tuberculosis en los niños con SIDA en comparación 
con Ja expenencia de otros centros 54

. 
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El VIH-1 no parece infectar activamente a las neuronas, sino más bien induce apoptosis, 
mediante factores neurotóxicos como citocinas, mediadores fosfolipidos, eicosanoides y 
productos derivados de macrófagos infectados en el cerebro 55

. La glicopr:oteina de la 
envoltura gp120 también ha sido implicada en los mecanismos patogénicos, pues se ha 
demostrado que induce la producción de niveles tóxicos de óxido nítrico (NO), causando 
retardo en el aprendizaje y en el desarrollo de conductas motoras complejas en ratas 
naonatas 50

• De cualquier modo, el progreso de la infección neurólogica por VIH parece 
estar asociada con el incremento en la replicación viral y la resistencia a la zidovudina 
(AZT) 57

• El tratamiento anliviral especifico tiene efectos muy limitados en las 
mar.jfestaciones neurológicas de los niños . .;intomáticos 58

. 

La infección perinatal por VIH también causa nefropatia, probablemente mediante un 
efecto directo del virus sobre las células renales, y que se caracteriza por 
glomeruloesclerosis segmentaria focal, aunque se pueden observar otras lesiones. Tal 
como sucede en los adultos, una vez que se establece el daño renal, la sobrevida de los 
pacientes se disminuye notablemente 59

• Los infantes afectados por el VIH son 
especialmente susceptibles a la coinfección por CMV 60

, la cual acelera el curso clínico y 
la a severidad del SIDA. La presencia de DNA de CMV en plasma de estos pacientes es 
un factor de mal pronóstico 6 

. 

Los niños afectados por VIH ¡,ueden presentar también tumores, como Unfomas no
Hodgkin y Sarcoma de Kaposi 1

, o un cuadro clínico que progresa rápidamente y que se 
asemeja al síndrome de DiGeorge debido a bajas poblaciones de linfocitos T CD4• y coa· 
E>.!. La infección mas freci.Jente es la neumonía por P. carinií, el tracto respiratorio y 
digestivo pueden tener ulceraciones, leuCORlaquia, edema de mucosa esofágica en los 
pacientes que tiene infección por Gandida 63

• Algunos niños afectados también pueden 
desarrollar enfermedades reumatológicas 64 y debido al desbalance que existe en la 
respuesta Th1-Th2 se considera que también puede haber asociación con enfermedades 
alérgicas y autoinmunes 65

. 

VIH y tuberculosis. 
Debido a la epidemia de SIDA hay una reeme~encia mundial de la tuberculosis, que 
afecta sobre todo a los paises subdesarrollados . Los niños con infección por VIH tienen 
manifestaciones atípicas de tuberculosis 67 y el estado nutricional es detenninante en el 
curso que sigue la enfennedad 68• Los pacientes con VIH o SIDA parecen ser menos 
infecciosos a sus contactos que los pacientes VIH negativos 68

• 

La tuberculosis causa la muerte de más adultos que todas las demás causas de 
infección juntas. Hay mucho más niños huérfanos debido a la tuberculosis que a 
cualquiera otra de las enfermedades infecciosas. La Organización Mundial de la Salud 
(OMS) estima que en la década recién concluida ya se han presentado 95 millones de 
nuevos casos de tuberculosis de los cuales 17 millones correspondían a niños menores 
de 15 años. Uno de los puntos más inquietantes de todas las estadisticas es que 50 
millones de nuevos casos por fo menos, son la consecuencia de una infección por 
bacilos resistentes a por lo menos un medicamento antituberculoso. El peligro parece 
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más amenazante en países en vías de desarrollo por las condiciones socioeconómicas 
de éstos. No obstante, el crecimiento de las interconexiones en el mundo hace que 
esta situación actualmente sea un problema mundial 69

. 

En esta década han sido gastados en el mundo aproximadamente 3,300 dólares 
americanos por cada caso de muerte por SIDA. Para la tuberculosis el gasto calculado 
sobre bases similares no ha sido más que de 13 dólares americanos. En 1990 un tercio 
de la población mundial había presentado algún tipo de infección por micobacterias, 
causando 8 millones de nuevos casos por esta situación tan solo en ese año 70

• 

En el transcurso de la última década se ha percibido a nivel mundial un aumento en la 
incidencia de tuberculosis. La OMS estima que el número de nuevos casos de 
tuberculosis va a pasar de 8 B millones en 1995 a 10.2 millones para el año que recién 
ha concluido y a 11. 9 millones en el 2005 70

. La OMS ha estimado, por otra parte, que 
5.6 millones de personas estaban infectadas a la vez por el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH-1) y el bacilo tuberculoso en 1994. La mayor parte de 
ellas procedentes del Africa subsahariana. En 1990, un 4.2º/o de todos los casos de 
tuberculosis en el mundo también podrían ser atribuidos al VIH-1, proporción que. 
según la OMS, fue de aproxirnadamente 13.8º/o para el año 2000 70

• 

La 1ncidenc1a es más elevada en los indigentes y en los drogadictos, y la tercera parte 
de estos individuos están también infectados por el VIH-1. De las personas con 
infección por el VIH-1 existe un incremento en la reactivación primaria de la tuberculosis 
para un segundo ep1sod10 tuberculoso por reinfecc1ón exógena. La susceptibilidad a la 
tuberculosis está en relación con el patrón de citocinas producidas por los linfocitos T. 
Los linfocitos Th1 que producen IFNy, son la una pieza fundamental defensa contra la 
infección por Mycobactenum La infección tuberculosa fatal es la que se presenta en los 
niños con ausencia del receptor para el IFNy. En contraste, los linfocitos Th2, los 
cuales producen IL-4 e IL-10 no contribuyen a la inmunidad antimicobacteriana 71

• 

Cuando los linfocitos de sangre periférica provenientes de pacientes con infección por 
el VIH-1 y tuberculosis son expuestos a M. tuberculosis in vitro. producen menos IFNy 
pero cantidades similares de IL~ e IL-10, comparados con los linfocitos provenientes de 
pacientes negativos para la infección por el VIH-1 con tuberculosis. Estos hallazgos 
sugieren que existe una respuesta Th1 reducida en los pacientes infectados con el VIH-
1 que contnbuye a la susceptibilidad a la tuberculosis n:. 

La exposición de los macrófagos alveolares y los linfocitos de los pacientes con 
infección por et VIH-1 a M. tuberculosis in vitro sobreregula ta replicación viral. El liquido 
pleural proveniente de pacientes con tuberculosis incrementa la replicación del VIH-1 en 
linfocitos activados y en los pacientes con infección por el VIH-1 más tuberculosis 
pulmonar las concentraciones de RNA retroviral en el LBA es muy elevado en estos 
individuos 73

. 

M. tuberculosis probablemente incrementa la replicación del VIH-1 por ta inducción en 
los macrófa~os del factor del TNF-a., IL-1 e IL-6 74

. Ensayos clínicos han demostrado un 
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efecto deletéreo de la tuberculosis en el curso de la infección por el VIH-1. El riesgo de 
muerte en pacientes con infección por el VIH-1 y tuberculosis se ha reportado al doble 
en comparación con los individuos que solo tienen la infección por el VIH-1, 
independientemente de la cuenta de células co4• 75

• El grado de inmunosupresión es 
el factor predictivo más importante para la sobrevida de los individuos infectados por el 
VIH-1 y ta tuberculosis, el PPD negativo, el antecedente de infecciones por agentes 
oportunistas y la cuenta de células co4• baja se encuentran asociadas a una elevada 
mortalidad. 

Se sabe que los individuos infectados por el VIH-1 tienen más tendencia a desarrollar la 
enfermedad tuberculosa a ~artir de una infección latente que aquellos que no han sido 
afectados por el virus 7

5-
7 

. Los enfennos infectados por el VIH-1 que contraen la 
tuberculosis desarrollan. a menudo, una enfermedad rápidamente progresiva 79•80• 

En términos generales los niños son contagiados por los adultos infectados de 
tuberculosis pulmonar evolutiva cuyo examen directo del esputo es positivo. De acuerdo 
a estimaciones de la OMS, en 1990 hubo 1.3 millones nuevos casos de tuberculosis en 
menores de 15 años, de los cuales 450 mil habían tenido una evolución fatal 81

• No 
obstante estos reportes los datos sobre el impacto de la infección por el VIH-1 sobre la 
tuberculosis del niño son limitados. 

Varias técnicas de amplificación de los ácidos nucleicos han sido desarrolladas para el 
diagnóstico de la tuberculosis en el adulto pero poco estudiadas en el paciente 
pediátrico. La más estudiada en este sentido es la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) que teóricamente es capa7 de detectar un bacilo en una toma biológica, esta 
prueba tiene una sensibilidad y especificidad superior al 90º/o en pacientes adultos 82

• 

A nivel molecular existen mecanismos celulares que favorecen o evitan la diseminación 
de Ja infección por el VJH-1 y las micobacterias. en este sentido se encuentra el 
fenómeno de apoptosis que en el caso de algunas especies de Mycobacten"um la 
inhibición de este mecanismo facilita que la infección por Mycobacterium continúe y 
esto favorezca la asociación de VIH-1 y tuberculosis en las células pulmonares de estos 
enfennos 71

. 

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiológico caracterizado por 
cambios morfológicos específicos y degradación intemucleosomal del DNA 83

. Este 
mecanismo de muerte celular puede considerarse un mecanismo de defensa contra 
infecciones por microorganismos intracelulares pues evita el ensamblaje de partículas 
virales y la diseminación de bacterias. 

En et caso de las infecciones virales puede constituir un mecanismo de defensa de la 
célula anfitriona existen moléculas que inducen apoptosis y moléculas que inhiben el 
desarrollo de la misma. En el caso del VIH-1 se ha observado qu,e la proteina gp120 se 
entrecruza con el receptor CD" en la superficie de las células infectadas lo que produce 
cambios conforrnacionales en ambas proteínas (la viral y la celular) siendo este el 
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estimulo o señalización para que se desencádenen las "señales" apoptóticas. También 
se ha demostrado que la infección por el VIH-1 en las células CD4• induce la muerte 
celular a través del desarrollo de células gigantes formadoras de sincicios 84

• 

Oxido Nitrlco. 
El NO es un radical libre que a bajas concentraciones tiene funciones de señalización 
en diversos procesos fisiológicos que incluyen el control de la presión arterial. 
neurotransmisión, aprendizaje ~memoria. Sin embargo, en altas concentraciones el NO 
tiene actividades cítotóxicas ª~ . El NO se produce en los sistemas biológicos mediante 
la acción de las óxido nítrico sintasas (NOS). Para evitar confusiones sobre su 
denominación. cabe aclarar que las enzimas que catalizan reacciones sintéticas con la 
concomitante hidrólisis de nucleósidos trifosfatados se denominan "ligasas" o 
"sintetasas", en tanto que las que no lo hacen se denominan .. sintasas" 87

. Estas 
enzimas producen NO mediante la oxidación de L-arginina a L-citrulina requiriendo 
NADPH y cinco cofactores/grupos prostéticos FAD, FMN, heme, tetrahidrobiopterina y 
ca·-Calmodulina. Existen tres isoenzimas codificadas por tres genes diferentes y que 
reciben su nombre de acuerdo a los tejidos donde fueron descritas por primera vez, 
pero que pueden expresarse en una amplia variedad de estirpes celulares 86 . La óxido 
nitrico sintasa neuronal (nNOS o NOS1). la inducible por citocinas (iNOS o NOS2) y la 
endotelial (eNOS o NOS3). iNOS y nNOS son solubles y tienen localización citosólica, 
en tanto que eNOS se encuentra asociada a la membrana celular mediante un ácido 
miristico en el extremo N-tenn1nal. Estas enzimas son homodímeros. cada monómero 
tiene tres regiones funcionalmente importantes, el dominio N-terT11inal con actividad de 
oxigenasa, el dominio e-terminal con actividad de reductasa y una región central que 
une calmodullna. La producción de nNOS y eNOS es constitutiva y sintetizan NO de 
manera dependiente de la cantidad de ca• intracelular. Cuando el ca• se incrementa, a 
su vez aumenta la calmodulina que se une a eNOS o nNOS generando producción 
transitoria de NO. En contraste; iNOS es inducible, pero posee mecanismos de control 
transcripcional, une calmodulina fuertemente de manera ca• independiente por fo que 
produce concentraciones mayores de NO de manera más prolongada no vinculada a 
los cambios en la concentración de ca· intracelular 88

• 

El NO juega un papel esencial en la respuesta inmune mediada por células ante la 
infección por microorganismos intracelulares no solo por su actividad microbicida. pues 
es capaz de incrementar el consumo de glucosa en los mononucleares de sangre 
periférica a través del incremento en la penTieabilidad celular a través de quinasas y 
fosfatasas y estimulación del factor nuclear NF-..:(3. 
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.JUSTIFICACIÓN: 

En la clínica de SIDA en niños del Hospital de lnfectología del CMN "La Raza" a lo largo 
de 12 años, se ha tenido la oportunidad de estudiar 320 pacientes pediátricos con 
diagnóstico de infección por el VIH-1 Las edades de estos pacientes oscilan desde la 
etapa neonatal hasta adolescentes de 16 años. En el periodo comprendido de 1996-
1998, se incrementó el numero de casos de niños con infección por el VIH-1 y 
tuberculosis. de un total de 72 pacientes, 32 (44o/o) presentaron tuberculosis con patrón 
de distribución miliar, así mismo el rango de edad fue de 20 a 36 meses, al 
efectuárseles estudio de contactos fan1iliares en todos el mismo fue negativo, motívo 
por el que se decidió investigar la función de las células pulmonares de estos pacientes. 

Mycobacterlum tuberculosís y VIH-1 son dos patógenos intracelulares que tienen 
capacidad de infectar a los macrófagos, afectar sus funciones y utilizarlos como 
reservorios. La coinfección por ambos patógenos tiene un efecto sinérgico que altera 
profundamente las funciones del sistema inmunológico y se asocia con un riesgo muy 
incrementado de muerte, razón por las que se les ha llamado el .. dueto maligno· ( .. the 
cursed duet")89 Las alteraciones inmunológicas de los pacientes que cursan con 
coinfección incluyen reducción en la respuesta de tipo Th1 caracterizada por 
producción disminuida de IFN-y y aumento de TGF-f\ y disminución de células efectoras 
por apoptosis por aumento en la expresión de CD95. reducción en la capacidad de 
activación de linfocitos por falla en la expresión de CD28, con refractaria del linfocito To 
tendencia a presentar AICD (act1vat1on induced cell death) y decremento en la 
producción de iNOS por macrófagos 90-

95
. Sin embargo, no se ha reportado si éstas son 

semejantes en pacientes con SIDA pennatal. donde la inmunodeficiencia se presenta 
muy tempranamente, durante el proceso de maduración del sistema inmunológico. 

Consecuentemente, en este estudio se pretende establecer en niños que cursen con 
coinfección por VIH-1 y M tuberculosis. la tendencia de las células de lavado 
broncoalveolar (LBA) a sufrir apoptosis y correlacionar1o con su grado de activación. 
medido por la producción de iNOS. Considerando que la iNOS es una enzima 
preferentemente producida por macrófagos y que estas células son las más abundantes 
en los LBA, asumirnos que estos estudios pueden sugerir algunas funciones de éstas 
células; pero, será necesario hacer estudios más profundos para detallar los efectos de 
la coinfección sobre los macrófagos alveolares. 
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PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN: 

1) ¿Existe VIH-1 en el LBA de los niños con SIDA perinatal? 
2) ¿Existe diferencia en la expresión de iNOS en las células de LBA de los 

pacientes con SIDA más tuberculosis comparados con pacientes solo con SIDA? 
3) ¿ E.xiste diferencia en la susceptibilidad a apoptosis en las células ~e LBA de los 

pacientes con SIDA más tuberculosis comparados con pacientes solo con SIDA? 

OBJETIVOS 

1. Investigar la presencia del VIH en células de LBA de niños con SIDA perinatal. 

2. Determinar la expresión de iNOS en células de LBA de pacientes con SIDA perinatal, 
SIDA más tuberculosis y tuberculosis en comparación con las células de LBA de niños 
sanos. 

2. Comparar la proporción de células apoptóticas en LBA provenientes de los pacientes 
con infección perinatal por el VIH-1 contra células pulmonares de niños sanos, niños 
con SIDA y tuberculosis y células pulmonares de niños con tuberculosis pulmonar 
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HIPOTESIS (general): 

La coinfección por VIH-1 y M. tuberculosis en nmos induce profundos trastomos del 
sistema inmunológico. La falla en Ja cooperación de linfocitos T co4• trae como 
consecuencia una activación ineficiente de los macráfagos pulmonares que se 
manifiesta por incapacidad para producir NO y tendencia a sufrir apoptosis. Estos 
fenómenos tienen un papel importante en la fisiopatologia de ambas infecciones, pues 
promueven Ja diseminación bacteriana y viral. Por lo tanto, debe existir diferencia en la 
expresión de iNOS y la proporción de apoptosis en células de LBA de estos pacientes. 
en comparación con las células de LBA de niños sanos y niños con tuberculosis. 

Hipótesis 1: 
Es posible identificar VIH-1 a partir de células de LBA de niños con SIDA pertnatal, 
estas células pueden constituir un reservo ria viral. 

Hipótesis 2: 
La coinfección por M. tuberculosis y VIH-1 afecta la capacidad de activación de 
macrófagos alveolares, por tanto se espera que la expresión de iNOS será menor. en 
células de LBA de niños con SIDA perinatal más tuberculosis, en comparación con 
células de niños solo con tuberculosis o SIDA . 

Hipótesis 3: 
La proporción de células en apoptosis de los LBA será mayor en niñ~~ que cursen con 
SIDA más tuberculosis, en comparación con aquellos que tengan .solo ;s1DA'. o solo 
tuberculosis. ' , .. : • · i 

DISEÑO DEL ESTUDIO: . ,, .. : ::;. . 
Tipo de estudio: Clínico Básico. El diagrama de flujo de trabajo se presenta' en la Figura 
No. 1. . :'\ ;;J 
1. Por el control de la maniobra: Cuasiexperimental. , ',''{·. i" .. · ... 
2. Por la presencia de grupo control: Comparativo. ~ ~; t; · ~·;.;¡ T"~., .. ·-
3. Por la asignación de sujetos: Antes y después con grupo ·ei·e CorltrDI nO;equiVStente. 
4. Por ta captación de la información: Prospectivo y tongitudinal.:i\· '·' ::.:;·•" '' 
5. Por la no ceguedad en ta maniobra: Abierto. · ·· · ·• · ·· 

... . i ;.·-~.·.; :,u:;~,.··; 
.:;:: o,Ji 

VARIABLES: .. ;e,;;.". 
Independiente. 
tnte=ión por VIH-1. VIH-1 y M. tuberculosis o M. tuberculosis sinVIH-1. 

Dependientes. 
Proporción de células de LBA apoptotlcas antes de activar con PMA. 
Proporción de células de LBA apoptoticas después de activar con PMA. 
Cantidad del transcrtto de iNOS que producen tas células de LBA después de ser 
activadas con PMA. 
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DEFINICIÓN CONCEPTUAL DE LAS VARIABLES: 

Infección por VIH-1. Presencia del virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1 en 
células humanas con receptor CD4 ... 
Infección por VIH-1 y M. tuberculosis: Presencia del VIH-1 en células humanas con 
receptor co4•, presencia de M. tuberculosis en células pulmonares 

Apoptosis: Muerte celular programada, caracterizada por cambios. morfológicos 
especificas (contracción de la membrana celular. condensación de la cromatina y 
fragmentación celular de pequeñas partículas denominadas cuerpos apoptóticos. es 
posible medirla por fluorescencia, a través de la técnica denominada TUNEL (TdT
mediated dUTP Nick - End Labeling) 06

• 

Lavado broncoalveolar (LBA): Liquido con diferentes estirpes celulares principalmente 
macrófagos y monocitos que fonnan parte de los mecanismos intrfnsecos de defensa 
del pulmón, que se obtiene mediante la instilación y aspiración de solución salina en los 
bronquios utilizando un broncoscopio. , " 

M. tuberculosis: Bacteria ácido alcohol resistente causante , de Ja entidad clínica 
denominada tuberculosis. 

OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE (INOS): Enzima produci~.;. principalmente por 
macrófagos activados que participa en la destrucción de pat~g~n'?s,intr~celutares_ 

Parámetros de medición e indicadores: 

Tipos de variables: 
Objetivo 1 categórica : Positivo o negativo 
Objetivo 2 discreta : Proporción de células en apoptosis 
Objetivo 3 discreta : Expresión de iNOS con respecto -a una proteína que se expresa de 
manera constitutiva. Razón iNOSIJ3-Actina 

16 

-. 
,_ _______ _ 



MATERIAL Y METODOS 

Población de estudio. Niños de O a 13 años de edad con infección perinatal por VIH, 
de cualquier sexo, niños con SIDA y tuberculosis. niños con tuberculosis sin SIDA y 
niños controles sin SIDA. con carta de consentimiento informado firmada por el padre. 
madre o tutor. No se incluyeron niños con tratamiento inmunosupresor y/o esteroideo, 
en quienes por los métodos anteriores no fue posible sustentar tuberculosis. Niños cuyo 
padre, madre o tutor no haya firmado carta de consentimiento informado para que el 
menor participara en el estudio, o bien que el menor o sus tutores se rehusaran a 
participar en el mismo 

Grupo 1. Se captaron niños de la consulta externa de Ja clínica de SIDA del Hospital de 
lnfectologia del CMN "La Raza" con el diagnóstico de infección por VIH-1 sin evidencia 
de tuberculosis. diagnóstico de SIDA pennatal en etapa C2 y C3 de la infección de 
acuerdo a la clasificación del CDC (Allanta, USA) de SIDA en Pediatría. No progresión 
de peso y talla en el transcurso de 3 meses consecutivos, sin evidencia de infección 
agregada. 
Grupo 2. Se captaron niños de la consulta externa de la clínica de SIDA del Hospital de 
lnfectologia del CMN "La Raza·· con el diagnóstico de infección por VIH-1 con 
diagnóstico de tuberculosis pulmonar con cultivo o PCR positiva en LBA para M. 
tuberculosis o con cuadro clinico y radiológico de tuberculosis. 
Grupo 3. En el Serv1c10 de Neumología Pediátrica del Hospital General .. Dr. Gaudencio 
González Garza'" del CMN .. La Raza" se captaron niños con tuberculosis pulmonar pero 
sin infección por el VIH-1 
Grupo 4 En el Servicio de Endoscopias Pediátricas del Hospital General "Dr. 
Gaudencio González Garza" del CMN "La Raza" se obtuvieron LBA de niños que 
ingresaron al serv1c10 refendo para algún procedimiento broncoscópico (vgr. cuerpo 
extraño de la via aérea) éstos últimos fueron los controles negativos para SIDA y 
tuberculosis. 

Obtención de células de LBA. Se colectaron células pulmonares de LBA utilizando un 
fibroendoscopio rígido pediátrico (Olimpus M-902). con diámetro externo de 3 mm. El 
procedimiento se llevó a cabo bajo sedación con midazolam 100 µg/kg de peso. Se 
instiló 1 mi de solución salina al 0.90/o/Kg a temperatura ambiente y se recolectaron en 
tubos plástico de 15 mi. Las células se cosecharon por centrifugación a 1200 rpm y se 
lavaron 2 veces con PBS a temperatun~ ambiente. se resuspendieron en 10 mi de PBS, 
se evaluó su viabilidad mediante tinción con azul de tripano, se contaron en una cámara 
de Neubauer y se ajustaron 5 x 106 células/mi resuspendiéndolas en 5 mi de PBS. 
Tanto las células como los sobrenadantes se almacenaron a -70° C hasta su uso. 

Detección de infección por VIH-1 en células de LBA. 
Con el propósito de establecer si las células de LBA de los pacientes con SIDA o SIDA 
y tuberculosis se encontraban infectadas por el VIH-1 se realizaron tres ensayos 
diferentes. Se identificó DNA proviral del gen gag mediante PCR anidada, se identificó 
RNA mediante RT-PCR de sobrenadantes de LBA. se realizó cocultivo y determinación 
de antígeno p24 para precisar la capacidad infectante de las partículas virales. Para 
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demostrar que los métodos de amplificación de DNA proviral y detección de RNA viral 
funcionaban adecuadamente, se identificó el gen gag mediante PCR anidada y RT-PCR 
a partir de células mononulceares de en pacientes conocidos con SIDA y testigos sanos 
utilizando los métodos que se describen a continuación .. 

Obtención de ácidos nucleicos .. 
Se purificó DNA usando TRlzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica previamente 
descrita 97

. Brevemente, se adicionó 500 itl de TRlzol al botón celular de los LBA, al 
homogeneizado se agregaron 100 p.I de cloroformo y se mezcló después de 3 min, las 
muestras se centrifugaron a 14 000 xg, 15 min a 4ºC. se eliminó el sobrenadante. 
Luego se adicionaron 150 ~ti de etanol al 1 OOºk, se incubó 2-3 min a temperatura 
ambiente y se centrifugó a 7500 rpm 5 min a 4 ºC y el botón se lavó con 100 J.tl de 
citrato de sodio al 0.1 M en 2 ocasiones por 30 minutos en rotor de velocidad variable. El 
DNA fue resuspendida en etanol al 75°/o y se incubó a temperatura ambiente durante 20 
min , nuevamente se centrifugó a 7500 rprn 5 min a 4 ºC. posteriormente se secó y se 
resuspendió en NaOH 8 mM. El DNA se cuantificó espectafatométricamente a 260 nm. 

El RNA total se punf1có usando TRlzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica 
previamente descrita 97

. Brevemente, se adicionó 1 mi de TRtzol del botón celular de las 
LBA, al homogeneizado se agregaron 200 ~ti de cloroformo y se mezcló después de 3 
min, las muestras se centrifugaron a 12 000 xg, 20 mina 4ºC. Posteriormente. la fase 
acuosa se recuperó en un tuba limpio al cual se le adicionó 500pl de isopropanol, se 
mezcló y se dejó a temperatura ambiente par 15 min. Después de este tiempo las 
muestras se centnfugaran a 12 000 xg por 10 mina 4ºC, se eliminó el sobrenadarte y el 
botón fue lavado con 1 mi de etanol al 75°/o. El RNA fue resuspendida en 30 ~ti de agua 
tratada con DEPC y se incubó a 65ºC durante 20 min. El RNA se cuantificó 
espectrofotométricamente a 260 nm. 

Amplificación de DNA proviral y RNA de VIH.1. 
Se detectó DNA proviral y RNA de VIH-1 a partir de células y sobrenadantes de LBA 
por PCR y RT-PCR, respectivamente. 

Los ácidos nucleicos se obtuvieron de acuerdo a los métodos descritos en el punto 
anterior. Para la amplificación de DNA se realizó mediante PCR anidada utilizando los 
siguientes iniciadores de secuencia ("primers") del gen gag: Gag1 5'-TCC ACC TAT 
CCC AAGT AGG AG-3'; Gag2 5'-GGT CGT TGC CAA AGA GTG AT-3'; sentido Gag2a 
5'-TAA AAG ATG GAT AAT CCT GGG-3'; Gag3a, 5'-GCC AAA GAG TGA TCT GAG 
GG-3. , que corresponden a las posiciones 1565, 2280, 1591 y 2273, respectivamente, 
del gen gag en la clona HXBs (número de acceso en el banco de genes de NCBI 
AY2628330 gi30720405). La amplificación se realizó utilizando la siguiente mezcla de 
reacción: dNTPs 0.2mM, Tris HCI 10 mM,KCI 40 mM, MgCb 2.5mM, AmpiTaq-Pol 
(SU/pi) 1.25 U y 0.2¡1M de iniciadores de secuencia Gag 5'2a y Gag 3'2a en un 
volumen final de reacción de 45 •ti en un termociclador Perkin Elmer gene amp PCR 
system 2400. Con el siguiente protocolo: desnaturalización 94 ºC 2 min, 3 ciclos de 
desnaturalización 94 ºC 10 seg, alineamiento 55 ºC 10 seg y extensión 72 ºC 30 seg, y 
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32 ciclos de desnaturalización 94 ºC 10 seg, alineamiento 60 ºC 10 seg y extensión 72 
ºC 30 seg, y un ciclo final de 72 ºC 30 seg. De la primera amplificación con los 
iniciadores de secuencia Gag1 y Gag2 resultó un producto de 715 pb. La segunda 
amplificación se realizó a partir de 3.0JtL del producto de la primera PCR siguiendo el 
peñil de temperaturas y reactantes indicado previamente utilizando los iniciadores de 
secuencia Gag2a y Gag3a, resultando un producto de 682 pb (Figura No. 2). Una vez 
tenninada la amplificación los productos se visualizaron por medio de electroforesis en 
geles de agarosa al 2°/o en amortiguador TBE1 X. 

Para la detección de RNA se utilizó RT·PCR, Ja retrotranscripción se realizó mezclando 
en el tubo micro-amp la cantidad de RNA, 10µL de cada iniciador y 5µL de 
amortiguador para RT, dNTPs 0.2mM e/u, MoMulV RT4U, AmpliTaq-Pol (5U/µI) 1.25U, 
en un volumen final de 45 p.L Se realizó una primera hibridación a 65ºC durante 10 min 
y se incubó a 42ºC durante 60 min al final de los cuales se continuó con las 
temperaturas y tiempos de amplificación descritos anteriormente. A final de la primera 
amplificación, 5~tL del producto se utilizaron para la segunda amplificación como se 
describe previamente y Jos productos se visualizaron por electroforesis en geles de 
agarosa teñida con bromuro de etidio. 

Cocultivo de VIH-1. Se investigó la presencia de partículas virales viables de VIH-1 en 
LBA por su capacidad de infectar in vitre células mononucleares de donadores sanos. 
Células de LBA de los pacientes con SIDA se obtuvieron como se describe arriba y se 
cocultivaron con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de personas 
sanas, purificadas mediante un gradiente de Ficoll y previamente activadas durante 48 
hrs con PHA. 

Para establecer el cocultivo se colocaron alrededor de 5 x 104 células de LBA en un 
frasco de cultivo en aproximadamente 4 mi de medio RPMI con 10% de SBF +10 U/mi 
de IL-2. añadiendo aproximadamente 1 x 107 PBMC-PHA pretratados de individuos 
sanos suspendidos también en aproximadamente 4ml. El volumen final de este 
cocultivo fue de Bml. 

Las células se alimentaron cinco veces a la semana, retirando aproximadamente la 
mitad del medio y reemplazándolo con medio fresco en todos los suplementos. Cada 10 
días se adicionaron 5 x 106 PBMC normales activados con PHA. Los frascos de cultivo 
de mantuvieron en fonna horizontal hasta alcanzar crecimiento logarítmico (5 x 104 a 1 
x 106 células/mi, cuando el cultivo alcanzaba densidades óptimas fue factible subcultivar 
el mismo. 

Para dar seguimiento a la infección se transfirió un mi de sobrenadante de cultivo a un 
tubo Eppendorf los días 3, 7, 14,21 y 28 y se congelaron a -70 ºC hasta la 
determinación de antígeno p24 por ELISA de acuerdo a las recomendaciones del 
productor (Sanofi-Pasteur). Para considerar positivo un cultivo se requirieron al menos 
de 2 determinaciones de antígeno positivas. el segundo con valores superiores al 
primero. 
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Detección de DNA de Mycobacterium tuberculosis. La determinación de DNA de M. 
tuberculosis se realizó por PCR y PCR-anidada. A partir de células de LBA, el DNA fue 
aislado usando TRlzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica descrita en el punto 
anterior 97

. La primera amplificación por PCR se realizó utilizando oligonucleótidos 
específicos para M. tuberculosis de acuerdo a las secuencias y el programa de 
amplificación previamente descritos 98·

99 en un termociclador (AMPLITRON 11). 
Brevemente, primero SI=! realizó una desnaturalización a 94 ºC 1 min, un ciclo; 35 ciclos 
utilizando el siguiente programa: 94"C por 60 seg.; 71"C por 2 min; 72"C por 3 min, y 
una extensión final a 72 "C10 min un ciclo .. La secuencia de oligonucleotidos fue la 
siguiente: MT1 5' TTC CTG ACC AGC GAG CTG CCG 3', MT2 5' CCC CAG TAC TCC 
CAG CTG TGC 3', IS5 5' CGG AGA CGG TGC GTA AGT GG3', IS6 5' GAT GGA CCG 
CCA GGG CTT GC 3, PT1 5' CAA GGC GCC GTC GGT GG 3', PT2 5' CCC CCC ACG 
GCA CCG C 3' y PT3 5' CAC CAC GTT CGG GAT GCA CTGC 3', PT4 5' CTG ATG 
GTC TCC GAC ACG TTCG 3'. Los iniciadores de secuencia MT1 y MT2 amplifican un 
fragmento de 506 bp del antigeno u (número de acceso en el banco de genes de NCBI 
X9B154 gi2673B60) .. los iniciadores de secuencia IS5 e IS6 amplifican un fragmento de 
989 bp de la secuencia de inserción 15611 O (número de acceso en el banco de genes 
de NCBI Af39039S1 gi15430108), los iniciadores de secuencia PT1 y PT2 amplifican 
un fragmento de 401 bp del antígeno mtp40, y los iniciadores de secuencia PT3 y PT4 
amplifican un fragmento interno de 222 bp del producto de PT1 y PT2 (número de 
acceso en el banco de genes de NCBI 569737 gi516582) (Figuras No. 3 a 5) . Una vez 
realizada la amphf1cación. 15 ~ti de los productos fueron visualizados en un gel de 
agarosa al 1 .5°/o. teñido con bromuro de etidio 

Detección de iNOS. La detección de la iNOS se realizó mediante RT-PCR a partir de 
células de LBA previamente cultivadas en RPMI con 10º/o de SFB estimuladas durante 
4Bhs con PMA (80 ng/ml)_ Los ácidos nucléicos se purificaron como se describe en un 
punto anterior. La primera cadena de cDNA fue generada mediante trascripción reversa 
(RT) utilizando RT-AMV (Roche Molecular Biochemicals, La Jolla, CA. USA) y mezcla 
de hexanucleótidos (Roche) a partir de 1 ••9 de RNA total en 20•tl de mezcla de 
reacción. El producto de la retrotranscripción fue utilizado como molde para la 
amplificación por PCR en un termociclador (AMPLITOR 11), usando oligonucleótidos 
específicos para iNOS en humanos y f3-actina por 40 ciclos utilizando el programa (94ºC 
por 30 seg., 57"C por 1 min; 72ºC por 1.5 min.). de acuerdo a las secuencias de 
oligonucleótidos y el programa de amplificación previamente descritos 98

;
99

• La 
secuencia de oligonucleótidos para la amplificación de iNOS fueron NOS-1 5"CTG TCC 
TTG GAA ATT TCT GTT3' y NOS-2 5· TGG CCA GAT GTT CCT CTA TT3', que 
corresponden a las posiciones 270 y 757 de acuerdo al banco de genes del NCBI 
(NM_ 153292 gi.24041031) con-un producto esperado de 486 pb. Los iniciadores para la 
amplificación de la 11-actina fueron 5' BetaAct-1 5'GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA 
3· y, BetaAct-2 S'CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC3',que corresponden a las 
posiciones 235 y 716 de acuerdo al banco de genes de NCBI (NM_0011101 
gi.5016088) con un producto esperado de 481 pb (Figuras No. 6 y 7). Quince µJ de los 
productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, teñido con 
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bromuro de etidio. La amplificación del molde sin enzima RT~AMV en cada rea=ión se 
utilizó como control negativo de PCR. La expresión de la p-actina fue Üsada como 
control de la integridad y cantidad del RNA. Se realizó análisis densitométrico de los 
productos de PCR mediante el programa Kodak© Digital Science ID, versión 2.0.2 para 
Wndows©, calculando la razón iNOS/[1-actina. 

Cuantificación de células apoptóticas. 
Las células de LBA se cosecharon como se describió anteriormente, se lavaron dos 
veces con RPMl-1640 suplementado con SFB al 5º/o se contaron las células en una 
cámara de Neubauer utilizando azul tripano para observar viabilidad celular. Para el 
control de células sin activar una parte de células obtenidas se utilizó para hacer frotis 
(10 mil células/frotis), los cuales fueron almacenadas a 4 C hasta su uso. Las células 
restantes fueron ajustadas 4 X 104 células/mi y puestas en cultivo en 1 mi de RPMl-
1640 suplementado con SFB al 10%. en placas de 12 pozos las cuales contenían en el 
fondo un cubreobjetos, se le adicionó al cultivo PMA (80 nM) y se incubó durante 48 h 
y a 37 QC en atmósfera de 5º/o co~. Posteriormente, a las células se les removió el 
medio, se lavaron con 500 pi de PBS-1°/o BSA en 3 ocasiones. El cubreobjetos fue 
recuperado y las células adhendas fueron fijadas con una solución al 4ºk de 
formaldehido y se incubaron a temperatura ambiente durante media hora. Las células 
en apoptos1s se determinaron por la técnica de TUNEL 00 (Figura No. 8) de acuerdo a 
las recomendaciones del productor (Phamiingen). Posteriormente, se observaron a 
microscopia de fluorescencia (Ol1mpus BX40) y se contaron 1 O campos determinando la 
proporción de células fluorescentes. Como controles se utilizaron células IC21(1inea 
celular munna de macrófagos). Estas células son adherentes por lo que se despegaron 
de la caja de medio de cultivo con PBS-EOTA (20ml). Una vez despegadas ras células 
de la botella se pasaron a un tubo Falcan de 50ml, se centrifugaron 7 min. a 1,200 rpm 
(4 Xg). Una vez centrifugadas. se desechó el sobrenadante y se resuspendió el botón 
celular en 1 Sml de medio RPMl-1640 al 10°/o de SFB. Las células se cantaron y 
ajustaron a 4X104 células/mi y ponerlas en cultivo en 1 mi de RPMI con 10 º/ó de SFB 
en placas de 12 pozos las cuales contiene un portaobjetos en el fondo. Para inducir 
apoptosis se utilizo LPS y se incubó durante 48 hrs a 37 ºC en atmósfera de 5% C02 • 

Análisis estadistico 
Los datos se analizaron utilizando el programa SPSS ver 10 para Windows®. Se 
determinó la existencia de diferencias significativas para la razón iNOS/J3-Actina y para 
la proporción de células apoptóticas, utilizando las pruebas no paramétricas de rangos 
de Kruskal-Wallis para todos los grupos y la diferencia entre grupos se determinó 
mediante la prueba de Kolmogorov-Smimov para dos muestras. 
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RESULTADOS. 

Descripción de los pacientes. 
Con el propósito de obtener información sobre el estado funcional de las células 
pulmonares en pacientes con SIDA perinatal y coinfección por M. tuberculosis. se 
comparó la producción de iNOS y Ja propensión a desarrollar apoptosis con pacientes 
solo con SIDA, solo con tuberculosis, así como la asociaéión de SIDA con tuberculosis. 

Se estudiaron un total de 18 pacientes cuyas características generales se presentan en 
la Tabla No. 1. Cinco con diagnóstico de SIDA perinatat (grupo 1), 3 con SIDA y 
tuberculosis (grupo 2) y 3 con tuberculosis sin SIDA (grupo 3). El grupo control (grupo 4) 
estuvo formado por 7 niños sanos que fueron atendidos en el Servicio de Endoscopias 
Pediátricas del Hospital General "Dr. Gaudencio González Garza" del CMN "La Raza" 
que ingresaron para broncoscopía por cuerpo extraño de la vía aérea. Todos los 
pacientes con tuberculosis (seis) tuvieron PCR positiva para M. tuberculosis realizada 
en la Unidad de lnvestigéJción en Inmunología e lnfectologia (Figura No 9). tanto los 
pacientes solo con SIDA, como los pacientes testigo tuvieron PCR negativa para M. 
tuberculosis (datos no mostrados). Los pacientes con SIDA y SIDA más tuberculosis se 
reclutaron de la consulta externa de la Clínica de SIDA en niños del Hospital de 
lnfectologia del CMN "La Raza", donde se realizó la exploración física completa, 
considerando el índice antropométnco para asegurar que ninguno de ellos tuviera algún 
grado de desnutrición y que éste fuera un factor que favoreciera alteración en la 

~uen~~nin~=c~~~~ª~:u~~~~:~s~ T~d~~al~~cn~~~~ s~0~n~~n¿ra~~n ,:~~~t~t~~o~ia1 ~_fo~ c:i 
tratamiento antirretroviral que se encontraban recibiendo los pacientes eran los 
siguientes: AZT -+- Lamivuc'ina + R1tonavir~"- Al momento del estudio todos los pacientes 
se encontraban asintomáticos. Los pacientes con SIDA y tuberculosis (grupo 2) recibían 
tratamiento con AZT + Lamivudina +Saquinavin .. _n (se substituyó el Ritonavir por Ja 
interacción farrnacológ1ca con la Rifampicina. El tratamiento antifirnico fue con: HAIN, 
Rifampicina. Pirazinamida y Etambutol. Los pacientes con tuberculosis sin evidencia de 
infección por VIH (grupo 3) recibieron Rifampicina. HAIN y Pirazinamida (Tabla No. 2) 

Detección de DNA proviral de VIH-1 y RNA de VIH-1 en células o sobrcnadante de 
LBA. 
Se detenninó DNA provirat y RNA de VIH-1 a partir de células o sobrenadante de LBA. 
En tos 5 pacientes con SIDA (grupo 1) y tos 3 pacientes con SIDA y tuberculosis (grupo 
2) se amplificó DNA proviral a partir de células o sobrenadante de LBA. Soto en uno de 
los tres pacientes con SIDA y tuberculosis fue posible amplificar DNA proviral en células 
de LBA (Figura No. 10). Esta aparente discordancia en tos resultados se puede explicar 
por el número de células utilizadas para la am¡>lificación de DNA proviral. Se 
recomienda amplificar DNA proviral a partir de 1 x 10 células y estos experimentos se 
realizaron con un menor número de células debido al poco rendimiento que se obtuvo a 
partir del LBA. En todos tos pacientes con SIDA (ocho) se realizó cocuttivo de tas 
células de LBA con leucocitos de personas sanas y deterTTiinación de antígeno p24 para 
evaluar la capacidad infectante de tas partículas virales. En ninguno de ellos fue posible 



identificar antígeno p24 hasta el día 28 de cultivo, estos hallazgos sugieren que no hay 
replicación del VIH-1 en estas células. Sin embargo, el haber detectado VIH-1 en LBA 
sugiere que el pulmón puede ser reservorio viral. 

Detección de INOS. 
Para demostrar que el método de detección de iNOS mediante RT-PCR funcionaba 
adecuadamente, se realizaron ensayos utilizando leucocitos mononucleares de 
personas sanas, de sangre periférica y estimuladas con PMA (Figura No. 11 ). La 
amplificación de la iNOS en los cuatro grupos experimentales se realizó en las células 
de LBA estimuladas con PMA, utilizando como medida de comparación el transcrito de 
J1-actina (Figura No. 11 D y E, Tabla No. 3). Se determinó la razón iNOS/¡1-actina de la 
intensidad de las bandas para tener una medición semi-cuantitativa mediante análisis 
densitométrico de tos productos de amplificación, el cual se presenta en la Figura No. 
12. Los tres grupos de pacientes (SIDA, SIDA + TBP y TBP) producen menor cantidad 
del transcrito de iNOS con respecto al control de niños sanos (P= 0.037). Sin embargo, 
al comparar cada grupo por separado solo los pacientes con SIDA + TBP presentan 
diferencias s1gnif1cat1vas con respecto al control ( P = 0.03). Considerando que la iNOS 
es una enzima se produce principalmente en macrófagos y que estas células son 
abundantes en LBA, es posible conjeturar que no se activan de manera adecuada en 
los tres grupos de pacientes, pero el efecto parece ser n1ayor en los pacientes con 
coinfección. Sin embargo. el reducido número de pacientes impide tener fuerza en esta 
hipótesis 

Determinación de apoptosis en células de LBA. 
El método para determinar células en apoptosis mediante TUNEL se evaluó 
primeramente utilizando células IC21 estimuladas con PMA. La Figura No. 13C 
muestra una microfotografía de fluorescencia donde es posible apreciar células en 
apoptosis Los grupos de pacientes se ensayaron de la misma manera y los 
resultados se presentan en la Tabla No. 4. En las células de todos los grupos se 
encontró apoptosis previa a la estimulación con PMA. Sin embargo, los pacientes 
parecen tener una apoptosis espontánea mayor en comparación con el grupo control 
(P = 0.006). La apoptosis después de estimular con PMA fue mayor en el grupo de 
niños con tuberculosis (P= 0.017). Aunque solo se observó un erecto importante de 
incremento de apoptosis después de la estimulación con PMA en un paciente con SIDA 
+ TBP y en este grupo no hay diferencias significativas con respecto al control. 
(P = 0.612). esta discrepacia con respecto a lo esperado se debe probablemente al bajo 
número de pacientes estudiados. Sin embargo, estos datos en conjunta sugieren que 
las células de LBA de los pacientes con VIH-1 o M. tuberculosis tienden a ser más 
susceptibles a la muerte celular programada, aunque no es posible elucidar el 
mecanismo (Figura No. 14). 
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DISCUSIÓN: 

Con el propósito de estudiar el estado funcional de las células de LBA de pacientes con 
coinfección por VIH-1 y Mycobacterium tuberculosis. como primer paso se amplificó 
DNA proviral de muestras de LBA. Los resultados observados mostraron que existe 
VlH-1 en sobrenadantes de LBA en los niños con infección por VIH. situación que 
sugiere que este compartimiento es un reservarlo del VIH-1 en población infantil. Es 
importante señalar que no fue posible amplificar ONA proviral a partir de células de 
LBA, a excepción de un paciente que presentó coinfección por VIH-1 y M. tuberculosis. 
Este resultado podría ser explicado en parte porque la cantidad de células de LBA 
utilizadas para la búsqueda del gen gag no fue suficiente. El limite de detección 
requiere de 1x106 células y en Ja mayoría de los pacientes el ensayo se realizó con 
menor número de células. Por otro lado, la alta proporción de células apoptóticas 
sugiere que en todos los pacientes con SIDA existe una tasa de destrucción celular 
muy alta con liberación de material genético al medio. Esta observación es consistente 
con el hecho de que en ningún paciente fue posible demostrar partículas virales 
infectantes en células de LBA. 

La baja producción del transcrito de iNOS en pacientes =n SIDA. SIDA más 
tuberculosis y tuberculosis con relación a los controles sanos sugiere que las células de 
LBA, específicamente los macrófagos, se encuentran en un estado refractario a la 
activación, aunque este estudio tiene la limitación de que no se diseñó para identificar a 
los macrófagos alveolares mediante marcadores como CD11 o CD14. Por otro lado, tos 
resultados de medición de apoptosis son consistentes con las observaciones de otros 
actores }' sugieren además que las células son susceptibles a muerte celular 
programada 94

·
1º2
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Debe considerarse que el mecanismo de protección contra la infección por 
Mycobacterium tuberculosis implica la participación de linfocitos T Co4• y coa• 
productores de IFN-y que promueven la activación de los macrófagos y la fonnación del 
granuloma, como manrtestación de hipersensibilid...:oj retardada y ~ue los pacientes con 
SIDA y tuberculosis tiene alteraciones inmunológicas importantes 2 • La mayoría de los 
estudios concuerda en que la falta de activación de los macrófagos alveolares se debe 
a una falta cuantitativa y cualitativa de linfocitos cooperadores en el micro-ambiente 
pulmonar. Así, a partir células de LBA de pacientes adultos que cursan con coinfección 
por VIH-1 y Mycobacterium tuberculosis se ha descrito, que los linfocitos T coa• 
expresan CD95 con disminución de CD28 y producen menores cantidades de IFN-1 9 1. 
que los linfocitos T co4• también producen menos IFN-y 92• 

Los macrófagos activados por IFN-y se convierten en potentes células efectoras con 
acción antimicrobiana pues se generan reactivos de oxigeno y NO. En este estudio se 
observó que ta menor producción de iNOS se presentó en et grupo de células de LBA 
de pacientes en los que coexistía infección por VIH-1 y Mycobacterium tuberculosis. Se 
ha demostrado que Mycobacterium tuberculosis es capaz de incrementar ta apoptosis 
de macrófagos alveolares de pacientes con infección por VIH-1 94 , aumentar la 
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replicación viral dentro de los macrófagos y la expresión de CCR5 89 así como la 
producción de citocinas inmunosupresoras como TGF-[l e IL-10 95• 

Este estudio adolece de diversas limitaciones experimentales. En primer lugar debe 
destacarse la dificultad técnica y ética para obtener muestras de LBA en pacientes 
pediátricos, las cuales frecuentemente se contaminan o tienen gran cantidad de moco y 
que resultan en un rendimiento bajo de células debido también al poco volumen de 
liquido que se puede utilizar para instilar a Jos pacientes. De hecho. hasta donde 
tenemos conocimiento, no existe en la literatura algún reporte del estado funcional de 
las células de LBA en pacientes con SIDA perinatal. Por ello, el número de pacientes 
estudiados fue muy limitado. Aunque por el diseño experimental, no existe un tamaño 
de muestra definido, los datos deben ser tomados con precaución y debe tratarse de 
aumentar el número de pacientes estudiados Otra limitación importante es la falta de 
identificación fenotípica de las células de LBA. Aunque la iNOS es una enzima que se 
produce principalmente en macrófagos, en este estudio no fue posible identificar a esta. 
población celular. Probablemente, hubiese sido más conveniente utilizar citometria de 
flujo con doble tinc1ón para células CD14 o C11b positivas y apoptosis. El método de 
TUNEL puede determinar apoptosis tardía, pero también en fenómenos de necrosis 
puede haber fragmentación de DNA. por ello se debió haber detectado también fa 
expresión de fosfat1dil-serina (PS) en la superficie celular para determinar apoptosis 
temprana mediante el ensayo de adhesión de Anexina V. 

Sin embargo, esta tesis abre Ja posibilidad de ampliar el estudio funcional de los 
macrófagos alveolares en pacientes pediátricos con SIDA, pues acuerdo a los 
resultados, fue posible observar que existe VIH-1 en el LBA de los niños con SIDA 
perinatal Se pudo demostrar que la coinfección con VIH-1 más Mycobacterium 
tuberculosis parece provocar menor expresión de iNOS en las células pulmonares en 
comparación con los otros grupos. El mayor indice apoptático se apreció en el grupo de 
células de los niños con infección por el VIH-1 que en el resto . Estos datos en conjunto 
sugieren que en las células de LBA de niños con SIDA o coinfección con VIH-1 y M. 
tuberculosis existe una mayor susceptibilidad a la apoptosis inducida por activación y 
una menor capacidad de activación reflejada por una imposibilidad a producir oxido 
nítrico. 
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GRUPO INICIALES EDAD SEXO 
PESO TALLA 

(ai'los)* _____{'Sal (cml 
GCE 7 M 19 110 

BBA 5 ---
__ F ___ ____ 1_7 __ 105 

SIDA RAAI 13 M 42 157 

SSA 6 F 19 116 
CGV __ 7 F 21 119 

---'ª!3_L§ 8 F 2_3 
2 SIDA+ TBP PCS 1c:i- F 24 

PPK 
--~-~---¡:--

21 
PRG 13 M 37 153 

3 TBP CDC 11 F 35 147 
FRS 9 F 39 132 

1 9 M 9_7 NODET. 
2 12 F 9.7 NO DET. 
3 12 M 11 NO DET. 

4 CONTROLES 4 12 M 9_~ NODET. 
5 14 _ _M____ i--9 NODET. 

_ _y __ 15 F 
~-

9.8 NO DET. 
7 ---~ --¡=- 12 ____ ~- NO DET. 

La edad de los controles esta expresada en meses. 

Tabla No .. 1 .... Características generales de Jos pacientes Incluidos en este estudio. 
Grupo 1. Niños de Ja consulta externa de la clínica de SIDA del Hospital de lnfectologia 
del CMN .. La Raza" con el diagnóstico de infección porVIH-1 sin evidencia de tuberculosis, 
diagnóstico de SIDA perinatal en etapa C2 y C3 de la infección de acuerdo a la 
clasificación del CDC (Atlanta, USA) de SIDA en Pediatría. No progresión de peso y talla 
en el transcurso de 3 meses consecutivos. sin evidencia de infección agregada. Grupo 2. 
Se captaron nir"\os de la consulta externa de la clínica de SIDA del Hospital de lnfectología 
del CMN .. La Raza" con el diagnóstico de infección por VIH-1 con diagnóstico de 
tuberculosis pulmonar con cultivo o PCR positiva en LBA para M. tuberculosis o con 
cuadro clinico y radiológico de tuberculosis. 
Grupo 3. En el Servicio de Neumología Pediátrica del Hospital General .. Dr. Gaudencio 
González Garza" del CMN '"La Raza" se captaron nirios y nirias con tuberculosis pulmonar 
pero sin infección por el VIH-1. 
Grupo 4. En el Servicio de Endoscopfas PE!diátricas del Hospital General .. Dr. Gaudencio 
González Garza" del CMN .. La Raza" se obtuvieron LBA de ninos que ingresaron al 
servicio referido para algún procedimiento broncoscópico (vgr. cuerpo extrano de la vfa 
aérea) éstos últimos fueron los controles negativos para SIDA y tuberculosis. 

: 

L! L: -_-__ .. ·. - - ' ____ ._::_':.:_~~ 



o 
LBA 

. ¡~ 

l~' 
• 

PCR 
Detección de 
Mycobacteriurn tube~ulosis 

Detección VIH 

..,,._,_,, 
1 1 

\! 

\/ 

Detección iNOS 

llt 4> 
Determinación 
de apoptosis 

PCR 

RT- PCR 

,~'j 
--~--

COCULTIVO 

RT-PCR 

TUNEL 

Figura No. 1. Diagrama de trabajo a partir de las muestras de LBA. 



GRUPO 

SIOA 

2 SIDA+ TBP 

TBP 

CARGA VIRAL LINFOCITOS TRATAMIENTO 
INICIALES 1-----~-~~-+T--'C-'-04-• __ l---=,..,-----,----..,,,=----1 

No. AbtiOluto LOG c\\lulllls.lml SIDA TBP 

GCE 464.000 5 7 960 BC+OCX::+NELFINAVIR NR 

l--RAA~~· _, __ 2~2_4~.ooo._ ~-- 5 ~- -----+A_IBC_•c_.A_L_E_T_RA ___ -1--------i 

66.900 48 

9.650 40 

GBLS 750,000 59 

PRG NR 

coc NR 

-----
NR NR 

NR 

NR NR 

NR NR 

525 

NR 

NR 

NR 

NEV1RAPINA+04T+ 
NELFINAVIR 

NEVlRAPINA•04T 

DDl+3TC+RITONAVIR 

NR 

NR 

NR 

NR 

NR 

RIFAMPICINA+ 
ETHAMBUTOL 

HAIN+RIFAMPICINA 
PIRAZINAMIOA 

HAIN+RIFAMPICINA 
f+PIRAZINAMIOA 

HAIN+RIFAMPICINA 
.. PIRAZINAMIOA 

NR 

NR 

4 CONTROLES 4 NR NR NR NR NR 

NR 5 NR NR-·· NR 

NR NR 

NR 

Tabla No. 2- Carga viral. cuenta de linfocitos T CD4+ y tratamiento de los pacientes. 



l.):: tteaaa tatyeat9cttt aatatea9t99 
138 ca&.tgaggaa gccgcsgal"Jt 
1441 aqaccagl"Jti;J' ai;tgqaaccaa 

eatg.t':IC&~ 

(~ l !;(. l c_1.st.ddt.cct.c11 .,.. .d 

J 

167 l .-.agc-.Cac"'t.(_JCJ(J cc.-.a.-.ag.-.ac 
1681 ct.-.t •ft.ilfJcllt a•r•r•t ct.-.t .--. cllitilct.ct.cc-.cf a.JCU•1aacd.a qc1:.-.c.11cac11J 
17·11 ... , ............. d .. cltllJdll4fc•Cct IJctctctCCl.t;c_fC l<tCftCCdd<9dl t.c_rc44at ce .... t_J.u:'llJf..SdC(f 
10111 cc.,tttt.,,,., ctl.JCodlt l.cUJ(_Jcl dCcUJfJct(_JCt e& C"ctflct(_Jdct(Jot ct.ctt ~lcal(_Jct.Cd. 
1061 11.u1t•1•1cr.-.1111 c11rct.1111rrc11t. .-..-.•u1ca.-.c1c1~1 tttlfJCfCl.C(Ol 

l 
1921 dlc.H.:'dctc.11.dl c.t.dlCJdl.CJC:dlf dlJcUJ(_fCdctl l t.tc1.11~11111ccc.t. 
19111 .u:l gl gg Ccl~f c.t.(Jc•ct.g1Joitrcac ctcU_JCCcll(_fclca dt:lfJCd(_J(J(JC 
20·11 •J•f•-..11.-.ttJlUfJ IJ011ilfJIJ•-.itCJ(_Jc-. c.-itc.-..-..111:9.-. 
2101 lct~JUIJctddctl t. lc1•.1ccl l L"C ddCdddl_JCfcld 
7161 dlff"CdcaCdfJC CCCctCCdllJCott 
7221 clf_JclclcUJclL"'clol U~l••ctcc1.·c<.·t 
.::281 C'•:tt.::itt: ·:S•:'.1 ote.i:...:..a•Jt_>:t•J' U.:tJJU(lC''HJCt 
.::3-11 t:yat&.CQ•,Jt.O. ttllQ9(So.Jat.<s t.eautatt.t.qcc 
.:;.:¡o¡ 0.-~t t:•J<;10. <;J•)t tt:t.:~t:·:a.0.99· t:~tiOJ?"C"<:i.."ltl-.. t:9<'!.t:C"•~Q'·'!IT:tt ctt~t&gal\a tct:qt:Q•Jl\o.o. 
.:::4cil 13.>'.lulJ<)Ct. ·:IL>:I o.,ro,it.acu•Jt.o.Jt. t.1:sl,Jt6.•J'•l,1CC tuca.ce t:.Qtc 01~•:'3tant.t..1;1 Q"<tC''J'tP:'t.dt:.ut. 
25.:.:l Qtt..guct..cu<;: <:1t.:t..go..¡t:t..o;ICd r: tt..t.<:10E1ttt CCC&et.t teyt: cct .:t.tt:<,,J :.•:tt. Ct•Jt:UC'Cti9t 

Figura No. 2 Esquema que representa la región que se amplificó del gene gag de VIH-1. 
Los iniciadores Gag1 5'-TCC ACC TAT CCC AAGT AGG AG-3'; Gag2 5'-GGT CGT TGC 
CAA AGA GTG AT-3'; sentido Gag2a 5'-TAA AAG ATG GAT AAT CCT GGG-3'; Gag3a. 
5'-GCC AAA GAG TGA TCT GAG GG-3, corresponden a las posiciones 1565, 2280, 1591 
y 2273, respectivan1ente, del gen gag en la clona HXBs. de acuerdo al banco de genes 
NCB tiene el número de acceso AY2628330 gi30720405. La amplificación se realizó de 
acuerdo a lo descrito en n1aterial y n1étodos. La prin1era amplificación (verde) con los 
iniciadores de secuencia Gag1 y Gag2 genera un producto de 715 pb. La segunda 
amplificación (azul) se realizó utilizando los iniciadores Gag2a y Gag3a generando un 
producto de 682 pb. 
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Figura No. 10. Amplificación de DNA provlral y RNA de VIH.1.Se identificó DNA proviral 
o RNA de VIH-1 mediante PCR o RT-PCR anidadas, respectivamente. tal y como se 
describe en materiales y métodos. Los iniciadores Gag1 y Gag2 generan un producto de 
715 pb. La segunda amplificación con los iniciadores Gag2a y Gag3a generan un 
producto de 682 pb. A. Marcador de peso molecular IX de DNA de fago X174 digerido 
con Hae 111 (Roche, Cat No. 1 449 460), fotograffa tomada del catalogo del productor. B y 
c. Pacientes después de la segunda amplificación. B. Carril 1, marcador de peso 
molecular de acuerdo al panel A Carril 2. control sin retrotranscriptasa, carril 3, control 
negativo, carril 4, control positivo, carriles 5 a 8 pacientes negativos, carriles 9 a 11, 
pacientes positivos. 
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Figura No. 3. Esquema que representa la región que se amplificó del gene codifica para 
el antlgeno u de Mycobacteriurn tuberculosis. Los iniciadores de secuencia MT1 y MT2 
amplifican un fragmento de 506 bp. de acuerdo al número de acceso en el banco de genes 
de NCBI X98154 gi2673860. La amplificación se realizó de acuerdo a lo descrito en 
material y métodos, 



l cccgtgagt:t: c.;_tCñdt:C'<'t\Jd <tc9t:c.;_r9t9t: o;rc9°:-9•:-ca.;_n ct:c.;_rat:~rt:cc t:cgetgcccgg 
él {raa.;_rct:c aac o;.raaa t:dcgda CC' C\Ca·~fd.C"'tC' c9°;rcacaccc ct:cagcgaat: 

1:1 tct: to;_ro;.rc aac ne a9ac9c "'ªªº .. JC'do:'C'C'CC\tt t:cgo;.rcace;_rda 
181 ett:.;rg91,.1.;_rco:·t gda. ga.-;rct.•:-t: ccag ttc t:t:g\.raaa g9at:g.;_r9o;.1t:c 
:.u d.tgtcd.;_19t9 o;;rtt 4'Jgto;.rcgg~>t. tg 
301 o;.rtC•J•:'ñ<;.raga o;.rgt:·:-9•:-ccgt 

1 3C 1 cta•:-tto;;ro;rto;r qcct.qqtcqaL 
421 qccqqCCJCclC ctt.aqcqqcq 
481 qqc'lcct.-1cqcc qqqcqddCCJC qatlttadd.q clt.t.cltcqc 
541 qqccqaqctc qdccqqccaq cacqcta.rt.t t .adcqqt_ tcat cqccqatcat Cdqqqccacc 
601 qcqor11qqqccc cqctl qqtt tq cqqtqqqqtq tcq.tqt_cq.tl ctqcacctcctq ctqaCCCJdCJC 
661 tqqqlqlqcc CJdlCqCCCCd lCCJctCCl..t.Cl clCCJctCCc .. Ccll Cd.c.'\CCCJCJCJclCJ cccaqccqcc 
121 CJCCJdCJC'l CJCCJ CCJdl.qqcCJdd et C.tit.qqaqc dCdtCdCJCCl'J cqt.ccacqcc qCCdit.Ct.a.Cq 
181 qtqtlldCqq tqcccqcad.d qtqtqqct.ctd ccctqdaccq tqaqqqcdtc q.ctqqt4qcca. 
841 qatqcdccqt CqlddCqqctq atqclccaadc tcqqccl-qtc cqqqaCCitlCC CIJCCJCJCdildCJ 
901 CCCCJCdCJCJ<"t.C cacqatcqct qat.CCCJCJCCd caqcccqt.cc cqccqdlctc qt.cca.qc9cc 
961 qct.tcqqr.cc .-.ccctiqcacct daccqqctqt qqqtaqcaqc¡ cctcacctat qt9t.c9acct 

1021 CJqCJCiUJCJCJl l CCJCCtdcqlq qcctt tqt.c.-. cqtc tcctqqqctq 
l.081 qcqqgtcqct lccacqatqq ccacctccat e act.qccatctq 
l.1-11 CJc"lCCCCJCCdd CddCJétdCJqCq t ct.ctcq.rt.cct cqqataqqqq 
l.201 .tlclcc•CJlillC tcca.tccqtc 
l.261 qqt CCJCJc"t.CJCCJ c"lCCJCJCCt.ata 
l.121 C•"\ilqdCCCJdCJ tc9a.i;itto;.r·~rc 

1381 C<'t.•:'•:."•:1•:-.;1°:·9·:" 1,.IC•J\_f1..~\_h\•:' 9t 
1441 ·:cr:·;1·:··=·;r•;lt•:' ·;kh't.·:·t:e 0;1d.,1•,r ct•;r•:•:·tao::.-td •:'•;f•:."'t•:'d<'l•:'í0 f•:' •:'d-;f .. -'1.-;Jct.·:·i:·ct.·;1 C'C'\f•:'C\..f·;f•:' t:\.( 
J.501 d\_f•~ltCT;(" .:'t•;f"l t·:·d·;ra.•;r·-'l.\.fto:· t ('•:'•J•;fdO:'t•":'-'\ 0:-0:· ·;i·;r·~1·:1c99t t·=-a.·:r•:-o:-•:-ttt 'JC"\ft:Ctc~gt 

J.SC 1 9r.._·ea·Jt•;r tt·:r t •;IL 9 L•J•:'•:''J•.' •;r .-'t·;1•Jt 9~ro;rt ·;1 t.;¡ L•:."•;11;1t:9to;¡ ñ•:'<'t•;fd•".:o;IC•:'9 ti;.1tc i;.rci;.r•;.rt:i;r 
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Figura No. 4. Esquema que representa la región que se an1pliricó del gene codifica para 
la secuencia de inserción 186110 de Mycobacteriun1 tubercolosis. Los iniciadores ISS e 156 
amplifican un fragmento de 989 bp de número de acceso en el banco de genes de NCBI 
Af39039S1 gi15430108. 
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Figura No. 5. Esquen1a que representa la región que se amplificó del gene codifica para el 
antígeno mtp40 de Mycobacteriun1 tuberculosis. Los iniciadores PT1 y PT2 amplifican un 
fragmento de 401 bp del antígeno mtp40 (verde), y los iniciadores PT3 y PT4 amplifican 
un fragmento interno de 222 bp (azul) de acuerdo al número de acceso en el banco de 
genes de NCBI 569737 gi516582. 
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Figura No. 9. Detección de DNA de Mycobacterium tuberculosis en LBA. Se amplificó 
ONA mediante PCR de acuerdo al procedimiento descrito en materiales y métodos. Los 
iniciadores 155 e 156 generan un fragmento de 989 bp de la secuencia de inserción 
186110, MT1 y MT2 amplifican un fragmento de 506 bp del antígeno a, PT1 y PT2 
amplifican un fragmento de 401 bp del antígeno mtp40, y los iniciadores PT3 y PT4 un 
fragmento interno de 222 bp del producto de PT1 y PT2, 15 µI de los productos fueron 
visualizados en un gel de agarosa al 1.5°/o tef"lido con bromuro de etidio .. PCR múltiple. 
carriles 1. Marcador de peso molecular: 2, Amplificación utilizando DNA de M.tubercu/osis 
: 3. 4, controles negativos. C. PCR anidada. Carril 1, Marcador de peso molecular. 2, 3, 
4 , DNA de M.tuberculosis; 5, 6,7, controles negativos. D • H pacientes de los grupos 2 y 
3 (SIDA y TBP o TBP, respectivamente) después de la PCR anidada D. 1 Marcador de 
peso molecular, 2. control positivo, 3. PCS, 4 control negativo. E. 1. Marcador de peso 
moloecular, 2. Control positivo, control negativo, 3. GBLS. 4. PPK. F. 1. Marcador de peso 
molecular, 2. Control positivo, 3. Control negativo 4. PRG. G. 1. Marcador de peso 
molecular, 2. Control positivo, 3. Control negativo, 4. CDC, H. 1. Marcador de peso 
molecular. 2, Control positivo, 3. Control negativo, 7. FRS. 
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Figura No. 6. Esquerna que representa la región que se amplificó del gene codifica para 
iNOS hun1ana. Los iniciadores NOS-1 y NOS-2. que corresponden a las posiciones 270 y 
757 de acuerdo ni b~nco de genes del NCBJ (NM_153292 gi.24041031), generan un con 
un producto 488 pb. 
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Figura No. 7. Esquema que representa la región que se amplificó del gene codifica para 
la IJ-actina humana. Los iniciadores Los iniciadores BetaAct-1 y, BetaAct-2 
corresponden a las posiciones 235 y 716, respectivamente, de acuerdo al banco de genes 
de NCBI (NM_0011101 gi.5016088) y generan un producto esperado de 481 pb. 
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Tabla No. 3.. Análisis densitométrico de la amplificación de iNOs y íi-actina. Se 
realizó análisis densitométrico de Jos productos de PCR mediante el programa Kodak© 
Digital Science ID, versión 2.0.2 para Wndows©. calculando la razón iNOS/p-actina.,de 
acuerdo a la electroforesis que se presenta en la Figura No. 1 O 
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Figura No.11. Amplificación del gene de la INOS en células LBA. 
La detección de la INOS se realizó mediante RT-PCR a partir de células de LBA cultivadas 
con PMA. como se describe en material y métodos. La expresión de la Jl-actina fue usada 
como control de la integridad y cantidad del RNA. Se realizó análisis densitométrico de los 
productos de PCR mediante el programa Kodak© Digital Science ID. versión 2.0.2 para 
Wndows©, calculando la razón iNOS/p-actina. A. Marcador de peso molecular XIV de 
Roche, de 100 pb {Cat. No 1 721 933) de acuerdo al catálogo del productor. B. Marcador 
de peso molecular de 100 pb de lnvitrogen Life Technologies (Cat. No. 10380-012) de 
acuerdo al catálogo de productor. C. Leucocitos mononucleares de personas sanas, de 
sangre periférica y estimuladas con PMA. Carril 1, ampificación de la iNOS, Carri12. 
Testigo sin retrotranscriptasa. Carril 3, testigo negativo sin estimulación con PMA. en Carril 
4, marcadores de peso molecular. Carril 5, testigo de aplificaicón de p-actina sin 
retrotranscriptasa, Carril 6, amplificación de Jl-actina. O,. Amplificación de iNOs en los 
sujetos de estudio. Carriles 1, 15 y 25, marcadores de peso molecular. Carriles 2,3, 15 y 
16, testigos positivos, carril 4 testigo negativo. El resto son pacientes, E. Amplificación de 
fl-actina. Carriles 1, 14, 15 y 26, el resto son duplicados de las muestras del gel en D. 
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Figura No. 12. Producción del transcrito de iNOS en los diferentes grupos 
experimentales. Se realizó análisis densitométrico de los productos de PCR mediante el 
programa Kodak© Digital Science ID, versión 2.0.2 para Wndows©, calculando la razón 
iNOS/p-actina. Datos de acuerdo a la Tabla No. 3. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se 
obtuvo una P = 0.037. La prueba para dos muestras independientes de Kolmogorov
Smirvov comparando el grupo control contra los otros grupos produjo los siguientes 
resultados: SIDA P = 0.683. SIDA + TBP P= 0.03. TBP P = 0.308. 
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Figura No. 8 • Diagrama que representa el principio de la técnica de TUNEL (TdT
mediated dUTP Nick - End Labeling) para la detección de apoptosis tardía mediante 
microscopia de fluorescencia. 
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Tabla No.. 4.. Proporción de células en apoptosis en los diferentes grupos 
experimentales .. Las células de LBA se cultivaron con o sin PMA durante 48 h y la 
proporción de células en apoptosis se determinó por TUNEL de acuerdo a las 
recomendaciones del productor {Pharmingen) mediante microscopia de fluorescencia 
(Olimpus BX40). de acuerdo a lo descrito en material y métodos. 
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Figura No. 13. Octcrn1inación de cólulas en apoptosis. 
Las células de LBA se cultivaron con o sin PMA durante 48 h y la proporción de células en 
apoptosis se detern1mó por TUNEL de acuerdo a las recomendaciones del productor 
{Pharmingen) medinante nlicroscopia de fluorescencia (Olimpus BX40). de acuerdo a lo 
descrito en matenal y métodos. A. Control normal en luz visible, B. Control normal sin 
activar con PMA. C. Control norn1al inducido con PMA. D. Paciente con SIDA sin activar 
con PMA. E. Acercan1iento de F. Paciente con Tuberculosis y SIDA sin activar con PMA. 
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Figura No. 14. Comparación de la proporción de células en apoptosis en los diferentes 
grupos experimentales, antes y después de estimular con PMA. Datos de . acuerdo a la 
Tabla No. 4. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se obtuvo una para los grupos sin 
estimular don PMA P = 0.006 y estimulando con PMA de 0.015. La prueba para dos 
muestras independientes de Kolmogorov-Smirvov comparando el grupo control contra los 
otros grupos sin estimular con PMA produjo los siguientes resultados: SIDA P = 0.048, 
SIDA + TBP P = 0.03, TBP P = 0.03. La misma prueba comparando el grupo control 
contra los otros grupos después d estimular con PMA dio los siguientes resultados: SIDA 
P = 0.006, SIDA+ TBP P = 0.612, TBP P = 0.017. 
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