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INTRODUCCiÓN

Hace veinte años se identificó al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

como el agente etiológico del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

El blanco principal del VIH son células que expresan en la superficie la

molécula CD4, principalmente linfocitos T y sus precursores. También

monocitos, eosinófilos, macrófagos, células dendríticas y de la microglia en el

sistema nervioso central [1, 2]. La infección por el VIH provoca un deterioro

progresivo del sistema inmune y finalmente las manifestaciones clínicas del

SIDA.

El VIH es un retrovirus de la subfamilia Lentiviridae que, como todos los

miembros de la familia Retrovirida e, presenta un genoma diploide de RNA y

una enzima DNA polimerasa dependiente de RNA y DNA llamada transcriptasa

inversa [3]. El análisis de las secuencias del VIH permitió distinguir siete series

taxonómicas (de A hasta G), asociadas a distribuciones geográficas propias, las

secuencias específicas de cada clase han permitido establecer relaciones

filogenéticas [4]. Según una tasa calculada de 10-3 sustituciones de nucleótidos

por sitio por año, se conjetura que los lentivirus, incluyendo al VIH, se separaron

hace solo varios cientos de años [5].

La primera evidencia de que el SIDA es causado por un retrovirus surgió en

1983, cuando Barré-Sinoussi, Chermann y Montaigner, en el Instituto Pasteur,

recuperaron un virus que contenía una enzima transcriptasa inversa de un

7Neevia docConverter 5.1



ganglio linfático de un hombre con linfoadenopatía persistente [1]. Levy y sus

colaboradores confirmaron esta hipótesis al describir un retrovirus asociado al

SIDA [6]. Fue hasta el año 1986 que el Comité Internacional para Taxonomía

de los Virus recomendó dar el nombre Virus de la Inmunodeficiencia Humana o

VIH al agente causal del SIDA [7].

La propagación y replicación persistente del VIH conduce a una

inmunodeficiencia grave ocasionada por una reducción gradual del número de

células T (cT) CD4+. Esto resulta en la aparición de múltiples infecciones

oportunistas y tumores malignos [8]. La gravedad de la enfermedad está

determinada por el balance entre la virulencia del microorganismo y la

resistencia del hospedero [9].

En la mayoría de los casos, durante las primeras seis semanas después de la

exposición, los individuos infectados desarrollan un síndrome agudo,

caracterizado por valores elevados de viremia (carga viral) en la sangre

periférica y síntomas de tipo gripal [10]. Posteriormente se monta una

respuesta inmune específica contra el VIH que provoca un descenso

importante en la viremia plasmática [11]. A continuación los individuos entran

en una etapa asintomática clínicamente estable que, dependiendo de factores

inmunológicos, virológicos y genéticos, puede durar un número variable de

años. En esta etapa las concentraciones del virus en la sangre periférica son

relativamente bajas, sin embargo, la replicación del virus e infección de cT

CD4+ son procesos dinámicos, que son equilibrados por una tasa igualmente
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dinámica de depuración viral, muerte de células infectadas y abastecimiento de

nuevas cT CD4+, este equilibrio mantiene niveles plasmáticos relativamente

estables de viremia y de cT CD4+. Sin embargo, esta viremia plasmática

reducida pero persistente provoca la reducción gradual de las cT CD4+, que

invariablemente, en poco o mucho tiempo, conduce a SIDA y la muerte.

Se han estudiado varios marcadores que podrían determinar la evolución de la

infección por el VIH. Fahey y cols., en 1990, con estudios comparativos, evaluó

ocho marcadores serológicos y celulares. Concluyó que la cuenta absoluta y el

porcentaje de cT CD4+ en circulación eran el mejor marcador para predecir la

evolución a SIDA [12]. Posteriormente, con el desarrollo de nuevos métodos

para cuantificar la carga viral en plasma, se tuvo acceso a información de

pronóstico independiente de las concentraciones de cT CD4". Los estudios de

dinámica de la replicación viral muestran que el curso de la infección por VIH

se caracteriza por un incremento gradual y variable de la carga viral, y una

disminución lenta pero continua de las concentraciones en circulación de cT

CD4+ [13]. Algunos estudios sugieren que mediante la carga viral es posible

predecir la tasa de disminución o de aumento de las cT CD4+ [9] y que el

número de partículas virales en plasma es proporcional al total de cT CD4+

productivas infectadas [14].

En el presente, el mejor pronóstico de la evolución a SIDA lo constituye el

análisis simultáneo de la carga viral en plasma y las concentraciones de cT

CD4+ en circulación [15]. Este trabajo muestra los resultados de correlación
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entre estos dos marcadores en la cohorte de pacientes infectados por VIH del

INER sin tratamiento previo.

Estructura del VIH

Imágenes por microscopía electrónica han revelado que las partículas del VIH

tienen forma esférica con un diámetro aproximado de 100 nm (Fig.1). Presenta

una matriz (p17) icosaédrica cubierta por una bicapa lipídica, que obtiene de la

membrana plasmática de las células que infecta, a la que están asociados

complejos de glicoproteínas, gp120 en el exterior y un dominio transmembranal

gp41. Dentro de la matriz hay un núcleo o cápside (p24) de forma cónica que

contiene dos copias del genoma viral de RNA acoplados a la nucleoproteína p7.

También contiene las enzimas necesarias para replicarse: transcriptasa inversa

(p66), integrasa (p32) y proteasa (p10). Para completar la replicación y la

expresión de sus genes, el VIH requiere las proteínas reguladoras Tat y Rev.

Además, durante el ciclo de replicación del VIH-1 aparecen cuatro proteínas

accesorias llamadas: nef, vif, vpr y vpu, que son determinantes para la virulencia

(Fig. 1).
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Figura 1. Representación esquemática de la estructura del VIH.

Organización del genoma del VIH

Para la expresión de sus genes, el VIH debe integrar su genoma en el de la

célula que infecta. La forma integrada del VIH, conocida como provirus, tiene una

longitud aproximada de 9.8 kilobases (Kb) (Fig. 2). El esquema clásico del

genoma de los retrovirus es: 5'-LTR-gag-pol-env-LTR-3' . Los LTR (del inglés:

long terminal repeat) son secuencias repetitivas que representan los extremos de

terminación del genoma del virus y donde se enlaza con el del hospedero. Los
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genes del VIH codifican para las siguientes proteínas clasificadas como

estructurales, reguladoras y accesorias.

Proteínas estructurales

El gen gag codifica para un precursor de 55 kD llamado p55, que es digerido por

la proteasa viral, en cuatro proteínas: p17 (Matriz, MA), p24 (Cápside, CA), p7

(Nucleocápside, NC) y p6. La MA se localiza en la superficie interna de la bicapa

lipídica y es responsable de la estabilidad del virus [16]. La CA constituye el

núcleo cónico del virus [17]. La NC facilita la transcripción inversa y es necesaria

para el empaquetamiento del genoma del virión [18]. p6 favorece la liberación de

los viriones [19]. El gen poI se transcribe junto con gag y expresan un precursor

Gag-Poi (p160). Los precursores Gag y Gag-Poi se producen a una tasa

aproximada de 20:1 [20]. La proteasa viral hidroliza al polipéptido Poi y lo digiere

para formar las proteínas enzimáticas del VIH: p10 (Proteasa, Pro), p32

(Integrasa, IN), p15 (RNasa H) y p51 (Transcriptasa inversa, RT), en la mayoría

de los casos estas dos últimas permanecen unidas formando un complejo (p66).

La RT es un heterodímero con actividad de DNA polimerasa dependiente de

RNA y DNA, transcribe el genoma viral RNA a DNA [21]. La IN es una enzima

con actividad de exonucleasa, endonucleasa y ligasa, inserta el genoma viral en

el de la célula hospedera [22]. La Pro es un homodímero con dos aspartatos en

su sitio activo. Actúa durante la maduración viral sobre los precursores

polipeptídicos de las proteínas estructurales en gag y poi [23]. El gen env codifica
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un precursor de 160 kD (gp160). Mediante una proteasa celular es digerido en:

gp120 Y gp41. La gp120 es una proteína glicosilada que se. localiza en la

superficie viral, presenta un sitio de unión a la molécula CD4 y dos sitios de

unión a los llamados co-receptores del VIH. Es sujetada mediante interacciones

no covalentes, por el dominio transmembranal gp41 [24].

vpr vpu

p32
integrasa

'\
gp120 gp41

Figura 2. Organización del genoma del VIH. Se muestran las proteínas

expresadas por sus genes. El provirus tiene una extensión aproximada de 9.8

kb.

Proteínas reguladoras

Tat es un transactivador transcripcional requerido para el inicio de la

transcripción inversa y es promotor de la fase de elongación durante la

transcripción del VIH. Se une a una pequeña asa del genoma RNA viral (stem-
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loop) localizada en el extremo 5' llamada elemento TAR (elemento de respuesta

a la transactivación) [25]. Rev es un homo-tetrámero de 13 kD necesario para la

transición de la fase temprana a la tardía en la expresión de los genes del VIH.

Facilita el transporte de RNA del núcleo hacia el citoplasma. Se une a una

secuencia específica del genoma en una región llamada elemento RER

(elemento de respuesta a rey). En provirus que carecen de rev se ha observado

que no se expresan algunos genes y no hay producción de viriones [26].

Proteínas accesorias

Las proteínas accesorias: nef, vif, vpr y vpu son exclusivas del VIH, no son

codificadas por los todos los retrovirus. En sistemas in vitro no son

absolutamente requeridas para la replicación viral; sin embargo, in vivo son

factores determinantes de la virulencia. Nef es la primera proteína que se

acumula a niveles detectables después de la infección, tiene un peso de 27 kD

Y es codificada por una región localizada dentro del LTR del extremo 3' del

genoma [27]. Disminuye la expresión de CD4 en la superficie de células

infectadas y favorece la endocitosis y degradación de esta molécula [28].

Favorece la infectividad del VIH, en ausencia de Nef la capacidad de infección

de los viriones disminuye hasta diez veces [29]. Vpr está presente en un

complejo de preintegración (CPI) en el núcleo celular [30]. Interactúa con los

componentes del complejo del poro nuclear y actúa como un factor de

transporte núcleo-citoplasma. Detiene la división celular en la fase G2 [31, 32].
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Vpu es un polipéptido de 16kD, se localiza en la membrana interna de la célula

después de la infección, induce la degradación de la molécula CD4 [33].

Favorece la liberación de los viriones, en su ausencia muchos viriones

permanecen unidos a la superficie celular [34]. Vif es un polipéptido de 23kD

necesario para la replicación del VIH en linfocitos de sangre periférica y en

macrófagos. Algunos estudios indican que es importante para el adecuado

empaquetamiento de las proteínas virales [35].

Ciclo de replicación

El ciclo de replicación comienza con la interacción entre la gp120, presente en

la membrana viral, con la molécula CD4, presente principalmente en la

membrana celular de linfocitos T cooperadores y en diversas poblaciones de

macrófagos. Se requiere además la participación de receptores de quimiocinas.

Aunque se ha reportado que una gran variedad de ellos pueden ser utilizados in

Vitra, las moléculas CCR5 (receptor de l3-quimiocinas) y CXCR4 (receptor de a

quimiocinas) son los receptores secundarios del VIH más usados in vivo [36]. En

la mayoría de los casos, al principio de la infección predominan los virus que

utilizan como ca-receptor a CCR5, estos virus se conocen como R5 y no

inducen sincicia (NSI). En etapas posteriores de la infección predominan virus

con tropismo a CXCR4, a estos se les llama X4 y son inductores de sincicia (SI)

[36, 37]. Después de estas interacciones, gp41 favorece la fusión de las

membranas celular y viral [38], con lo que la cápside se introduce en el
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citoplasma. A continuación, el RNA del genoma viral se transcribe a DNA

mediante la RT [21]. Mediante un complejo de integración formado por proteínas

virales, el DNA viral llega al núcleo celular para ser integrado, mediante la IN, en

el genoma de la célula. Al DNA viral insertado en el genoma de la célula se le

conoce como provirus y funciona a manera de un gen celular durante el tiempo

de vida de la célula infectada [39]. Para la inducción de los genes del VIH, se

requieren factores de transcripción celulares y las proteínas reguladoras y

accesorias del virus [40]. Las proteínas virales Tat y Rev regulan los eventos

transcripcionales y postranscripcionales [41]. Posteriormente ocurre el

ensamblaje de los viriones. Se procesan los productos del gen env para formar

las proteínas principales de la envoltura. Los precursores Gag, Poi y el nuevo

genoma de RNA se dirigen a la superficie celular. Finalmente, la proteasa viral

corta, de forma específica, a los precursores para formar las proteínas virales

funcionales. El virión completamente formado, es capaz entonces de infectar a

otra célula y comenzar nuevamente el ciclo de replicación [40] (Fig. 3).

Historia natural de la enfermedad

Durante la infección por el VIH se distinguen diversas fases o etapas, inducidas

por la interacción entre el virus y la respuesta inmune del hospedero [42]. La

historia natural de la enfermedad se divide en las siguientes etapas sucesivas.

Etapa de infección primaria caracterizada por concentraciones de cT CD4+

mayores a 500/1-11. Etapa intermedia o de latencia clínica con concentraciones
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entre 200 a 500 células T CD4+/¡.J1. Etapa tardía donde los pacientes presentan

concentraciones por debajo de 200 y hasta 50 cT CD4+/¡.J1. Finalmente la etapa

avanzada caracterizada por concentraciones por debajo de 50 cT CD4+/¡.J1. En

la fase final aparece el SIDA que resulta en el último evento de la interacción

con la muerte del hospedero [43].

En la etapa de infección primaria y pocos días después de la infección, la viremia

se detecta en plasma alcanzando valores elevados. La fuente principal de

viremia parece ser las cT CD4+ CCR5+ de memoria, distribuidas principalmente

en la mucosa intestinal y en el tracto respiratorio y reproductivo [44, 36]. Al

mismo tiempo ocurre una notable reducción de las cT CD4+ en circulación; pero

no es tan acentuada como sucede en las mucosas. Clínicamente los síntomas

son inespecíficos y con estado de gravedad variable [45]. Sin embargo, en un

período de tiempo en general corto, ocurre una extraordinaria contra-regulación

de los niveles de replicación viral que disminuye considerablemente la viremia y

aumentan los niveles circulantes de cT CD4+ (aunque pocas veces a los niveles

de referencia), con lo que se resuelve el cuadro clínico [46]. Esto sugiere que se

desarrolla una eficiente respuesta inmune, como sucede en otras infecciones

virales, durante el período de infección aguda, que es capaz de contener

momentánea y parcialmente la infección [47, 48]. El descenso en la viremia

puede observarse durante los primeros 4 meses de infección, hasta llegar a lo

que se conoce como el punto de equilibrio (set point) de la carga viral, que varía

de persona a persona. El nivel del punto de equilibrio determina el pronóstico del
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curso de la enfermedad. A menor carga viral, menor el tiempo de evolución a

SIDA Ymuerte [44, 49].

Parl lcula
r"!lO'I/irat

Figura 3. Descripción esquemática de los eventos que ocurren durante el ciclo

de replicación del VIH. Interacción entre gp120, CD4 yel receptor de quimiocinas

(CCR5 o CXCR4). Fusión de membranas, desnudamiento del virión,

transcripción inversa del genoma viral, formación del provirus, expresión de

proteínas virales, ensamblaje y liberación de nuevos viriones.
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La etapa intermedia se caracteriza por niveles bajos o ausencia de viremia en

sangre. Sin embargo, a partir de ese momento se observa un incremento

gradual de la carga viral y disminución progresiva del número de las cT CD4+

[13]. Esta relación determina la progresión de la enfermedad. Aunque la

replicación viral es contenida, en mayor o menor grado, por la respuesta inmune

del hospedero, el virus ha desarrollado diversas estrategias que le permiten

burlar los mecanismos de la respuesta inmune: formación de reservarías de VIH

latentes, gran capacidad de variación y desarrollo de mutantes, cambio de

fenotipo biológico durante el curso de la enfermedad y su extraordinaria

capacidad de replicación, que invariablemente, en la gran mayoría de los

individuos infectados, resultará en la destrucción del sistema inmune y

finalmente el desarrollo del SIDA [50]. Con el objetivo de perturbar la replicación

del HIV, en la actualidad se utilizan, de manera extendida, fármacos inhibidores

de las enzimas virales RT y Pro, en las etapas avanzadas de la enfermedad.

Durante estas etapas las concentraciones de cT CD4+ circulantes son muy bajas

y la carga viral se dispara por encima de los límites superiores detectables,

provocando la destrucción completa del sistema inmune [42].

De acuerdo a la duración de la historia natural de la enfermedad, se ha

clasificado en dos grandes grupos a los individuos infectados por el VIH. Un

grupo denominado no progresares (Long term non-progressors) en quienes por

lo menos durante 10 años de infección y sin tratamiento permanecen sin

síntomas, con niveles circulantes de cT CD4+ dentro de los límites de

referencia y carga viral baja. A este grupo pertenece el 5 al 10% del total de
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infectados [51]. El otro grupo se denomina progresares (progressors) y en

contraste, esta constituido por más del 95% de la población infectada por el

VIH. Este a su vez se divide en dos subgrupos: progresares promedio y

progresares rápidos. Los progresares promedio, tienen una media de

supervivencia de 10 años. En este se clasifica un 60 a 70% del total de

infectados. El subgrupo de los progresares rápidos engloba al 30% de la

población infectada y se caracteriza por un curso acelerado de la enfermedad,

menos de 5 años, entre la infección y la muerte [52].

Carga viral del VIH

La carga viral es una prueba de amplificación in Vitro de ácido nucleico del VIH

para la determinación cuantitativa del RNA del virus en sangre periférica u otros

fluidos y tejidos . Actualmente las técnicas para cuantificar el DNA y RNA con

este propósito se han convertido en una herramienta esencial para el estudio

de la patogénesis del VIH. Las técnicas más comúnmente usadas son

Quantiplex (bDNA) para VIH-1, con límites de detección confiables entre 50 y

500,000 copias de RNA-VIH/mL, AMPLlCOR HIV-1 MONITOR para cuantificar

entre 50 a 750,000 copias de RNA-VIH/mL y NucliSens con sensibilidad entre

80 a 1 x 106 copias de RNA-VIH/mL [53]. La carga viral en plasma puede

medirse en casi todas las personas infectadas con cualquiera de las técnicas

disponibles [54].
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El nivel absoluto de la viremia en plasma, copias del RNA-VIH/mL de plasma,

ha tenido gran importancia en estudios de la dinámica de la replicación viral y

de la respuesta a fármacos. En el contexto clínico es importante para tomar

decisiones en cuanto al inicio del tratamiento antirretroviral altamente activo

(TAVAA) y para monitorear cambios en la viremia durante el tratam iento, es un

marcador para evaluar la eficacia del tratamiento para cada individuo y para

predecir los cambios en las concentraciones de cT CD4+ [15, 49, 55, 56].

Cuantificación de linfocitos T

Los linfocitos humanos se clasifican en tres principales poblaciones de acuerdo

a su función biológica y la expresión de antígenos de superficie celular:

linfocitos T, linfocitos B y linfocitos asesinos naturales (NK, del inglés: natural

killers). Estos marcadores de superficie celular se denominan "marcadores de

diferenciación" conocidos en la literatura como "CD" (del inglés: cluster

designation) . Los linfocitos colaboradoreslinductores son una subpoblación de

los linfocitos T (CD3+) que expresan en la superficie celular el marcador CD4.

La cuantificación de CD3+CD4+ se utiliza para caracterizar y hacer el

seguimiento de inmunodeficiencias [57, 58]. Los recuentos de los linfocitos T

colaboradores/inductores son útiles en el seguimiento de los individuos

infectados con el VIH [59]. Estos individuos típicamente presentan una

disminución constante del recuento de linfocitos T CD4+ conforme progresa la

infección [60]. Los linfocitos supresores/citotóxicos son una subpoblación de
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linfocitos T (CD3+) que expresan el marcador CD8 en la superficie celular. Los

recuentos de estos son útiles en la caracterización y seguimiento de ciertas

inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes. La subpoblación CD8+ se

encuentra elevada en pacientes con inmunodeficiencias congénitas o .

adquiridas como en el SIDA [59].

Mediante la citometría de flujo se pueden detectar de forma sistemática

distintas subpoblaciones de linfocitos. Se usan anticuerpos monoclonales

marcados con un fluorocromo que reconocen de forma específica a las

moléculas de superficie que las caracterizan. Al someter a las células a un

láser emiten distintas fluorescencias que son reconocidas por un detector que

discrimina entre los distintos tipos de fluorocromos utilizados. A partir de esto

se determina la cantidad de células que expresan el marcador de superficie

buscado.

Los Centros para el Control de las Enfermedades (CDC) recomiendan el uso

de combinaciones de reactivos que contengan anticuerpos anti-CD3 para

determinar los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T en pacientes

infectados con el VIH [61].
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ANTECEDENTES

Carga viral y cT CD4+ como marcadores de evolución a SIDA

Se han publicado estudios que demuestran la capacidad de la carga viral para

predecir la evolución a SIDA. Altas concentraciones de virus se relacionan con

un riesgo mayor de evolución a SIDA [62]. Henrad y cols., en 1995 estudiaron

una cohorte de 42 pacientes durante 11 años después de la seroconversión.

Analizaron la carga viral en suero, antígeno p24 y las concentraciones de cT

CD4+ anualmente. Concluyeron que bajas concentraciones de cT CD4+ y

niveles altos de carga viral están asociados a mayor riesgo de desarrollar SIDA

[63].

En ese mismo año John W. Mellors y cols., determinaron la capacidad de la

carga viral en plasma yen suero para predecir la evolución a SIDA, analizaron

62 muestras con la primera generación de ensayos para carga viral Quantiplex

(bDNA). Los niveles de RNA del VIH en plasma en la primera visita fueron

significativamente mayores en paciente que evolucionaron a SIDA [64]. Dos

años después, compararon la eficacia de varios marcadores para predecir la

evolución a SIDA y muerte en una cohorte de 1604 individuos durante un

periodo de 10 años. Midieron marcadores clínicos (candidiasis oral y fiebre),

serológicos (niveles en suero de neopterina y microglobulina Ih), celulares

(número y porcentaje de linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+) y virológicos (carga viral

en plasma) . Los marcadores con mayor significancia estadística fueron la carga
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viral y las concentraciones de linfocitos T CD4+. Formaron grupos con

intervalos ascendentes de carga viral yobservaron riesgo de evolución a SIDA

mayor en los grupos con valores más altos de carga viral. Observaron los

mismos resultados en grupos con concentraciones bajas de linfocitos T CD4+.

En este trabajo se concluyó que los mejores marcadores para predecir la

evolución a SIDA son la carga viral y las concentraciones de cT CD4+ [15].

En 1998, A. J. Saah y cols., como parte de un estudio, examinaron la

asociación entre la carga viral y las cT CD4+, en una cohorte de 139 individuos

del Multicenter AIDS Cohorl Study, donde observaron un coeficiente de

correlación negativo. El riesgo relativo de evolución a SIDA fue proporcional al

incremento de la carga viral e inversamente proporcional a los niveles de cT

CD4+ [9].

Nakota y cols., presentaron un trabajo donde se analizó la relación de

marcadores inmunológicos yel índice tímico con las cT CD4+ y la carga viral en

pacientes sin tratamiento previo. Encontraron que las concentraciones de cT

CD4+ vírgenes correlacionan positivamente con las de cT CD4+ totales y son

inversamente proporcionales a los niveles de cT CD4+ activadas. La carga viral

correlacionó inversamente con las concentraciones de cT CD4+ vírgenes, y por

el contrario, se encontró una correlación positiva con las cT CD4+ activadas. El

índice tímico correlacionó positivamente con las cT CD4+ vírgenes y con las

cuentas totales, e inversamente con la carga viral y las CD4+ activadas. Ellos

concluyeron que la reducción en el índice tímico y/o la activación, contribuye a
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la disminución de las células CD4+ como consecuencia de niveles elevados de

viremia [65].

Efecto de las infecciones oportunistas sobre la carga viral

La estimulación inmune asociada a infecciones oportunistas en individuos

infectados con el VIH provoca aumento de la carga viral. Un reporte demostró

el incremento de la carga viral en plasma durante un brote de herpes simple en

ocho individuos [66]. De igual forma, se registraron niveles altos de carga viral

durante la fase aguda de la infección por Mycobacterium tuberculosis [67].

Donovan y cols., reportaron un incremento del 360% en la media de la carga

viral en 13 individuos durante una infección oportunista aguda . La carga viral

fue descend iendo progresivamente después de la recuperación (2 meses

después), a estos pacientes en ningún momento se les suspendió el

tratamiento antirretroviral [68].

Tratamiento anti-VIH altamente activo (TAVAA)

El TAVAA es una combinación de tres o más fármacos que actúan sobre

enzimas esenciales del ciclo de replicación del VIH. La combinación más usada

es de dos inhibidores de la enzima transcriptasa inversa, y un inhibidor de la
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enzima proteasa. Este tratamiento provoca la disminución de la carga viral a

niveles no detectables por las técnicas actuales (menos de 50 copias de RNA

VIH/mL) y su efecto puede sostenerse durante 2 a 3 años en promedio. Desde el

punto de vista inmunológico, se observa un aumento en los niveles de cT CD4+.

El resultado clínico del uso apropiado del TAVAA en los pacientes es la

disminución de la incidencia de enfermedades oportunistas, mejoría en la calidad

de vida y por tanto, una mayor supervivencia.

Un trabajo de David Ha, en 1995, demostró que los niveles de carga viral

disminuyen exponencialmente al tratar a los pacientes con un inhibidor de la

proteasa , en consecuencia las concentraciones de cT CD4+ se incrementan.

Esta relación se da de manera proporcionada y se concluyó que la cantidad de

partículas virales son proporcionales al número de cT CD4+ infectadas

productivas y que mediante la carga viral es posible predecir la tasa de

disminución o de aumento de las cT CD4+[14].

Estudios de la dinámica de la replicación viral en individuos que reciben TAVAA

han mostrado que durante todos los estadios de la infección ocurre producción

viral y destrucción de las cT CD4+ de forma continua, rápida y elevada [69, 70].

La elevada tasa de replicación del VIH esta implicada en la resistencia a

fármacos. La producción total promedio del VIH ha sido estimada en 10.3 x 109

viriones por día, independientemente de la etapa de la enfermedad. La tasa de

mutación de los retrovirus es de 3 x 10-5/pares de bases/ciclo, el tamaño del

genoma del VIH es de 104 pares de bases. Con una producción aproximada de
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1010 genomas por día, es muy probable que el VIH sufra entre 104 Y 105

mutaciones por día, esto favorece que muchos individuos sean portadores de

mutantes resistentes a los fármacos antes de iniciar el tratamiento [71].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACiÓN

La importancia de los niveles circulantes de células T CD4+ y de la carga viral

como marcadores pronósticos del desarrollo de SIDA se ha demostrado en

varios estudios. En algunos análisis se ha concluido, por un lado, que la

medida de la carga viral predice la tasa de disminución de las células T CD4+ y,

por otro lado, el número de partículas virales es proporcional al total de células

T CD4+productivas infectadas [9, 15].

Dada la importancia de estos dos marcadores y la relación tan estrecha que

existe entre ellos durante el curso de la infección, es interesante determinar si

existe correlación entre ellos en una población específica. Los estudios

realizados al respecto se han realizado en países donde los pacientes tienen

mayor acceso al tratamiento antirretroviral en comparación con nuestro país.

En algunos estudios que correlacionan estos dos marcadores se han incluido

sujetos con tratamiento y sin tratamiento simultáneamente [9, 15, 49] . En otros

estudios solo se han incluido pacientes con tratamiento [65, 72, 73].

Probablemente los resultados de esos estudios no reflejan el comportamiento

natural de la interacción entre los dos marcadores porque se usaron

poblaciones heterogéneas al tratamiento, que modifica de manera importante el

comportamiento de las concentraciones de cT CD4+ y de la carga viral y en

algunos casos no se describe si los pacientes presentaban infecciones

oportunistas activas que tienen también un efecto sobre estos marcadores.
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En vista de lo anterior, es importante conocer la correlación de la carga viral y

las concentraciones de cT CD4+ en una población de pacientes bien

caracterizada desde los puntos de vista clínico, virológico e inmunológico.

Desafortunadamente, en México existen muchos pacientes que no tienen

acceso al tratamiento antirretroviral. Esto permite la realización de este estudio

con una cohorte bien definida y homogénea de pacientes sin tratamiento previo

y sin infecciones oportunistas activas en comparación con las analizadas en

estudios previos.
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HIPÓTESIS

En los pacientes infectados por el VIH, sin tratamiento previo, debe existir una

correlación inversa entre la carga viral en plasma y las concentraciones de

células T CD4+ en sangre periférica.

OBJETIVOS

General

Evaluar la correlación que existe entre la carga viral y las concentraciones de

cT CD4+ circulantes en pacientes infectados con el VIH sin tratamiento previo

de la cohorte del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

Específicos

1. Determinar el número de copias del RNA-VIH/mL en plasma en los

pacientes participantes.

2. Cuantificar las concentraciones de cT CD4+ en sangre periférica.

3. Determinar y analizar la correlación entre estos marcadores.

30Neevia docConverter 5.1



MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del estudio

Estudio observacional, descriptivo, transversal en el que se realizó la medición

de los marcadores, carga viral y concentraciones de cT CD4+ una sola vez a

cada paciente, para evaluar la correlación entre ellos.

Población de estudio

En este estudio se incluyeron 505 individuos con infección por VIH,

documentada por evidencia de laboratorio. Los pacientes fueron reclutados del

Servicio de Infectología para el Paciente Inmunocomprometido (SIPI) , del

INER.
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Criterios de selección

Criterios de inclusión

1. Individuos con infección por VIH documentada.

2. Individuos sin tratamiento antirretroviral previo.

Criterios de exclusión

1. Pacientes con infecciones oportunistas activas .

2. Pacientes tratados con activadores del sistema inmune .

3. Pacientes tratados con esteroides, inmunosupresores o reguladores de la

respuesta inmune.
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Medición de los marcadores

Carqavlral en plasma por el método RT-PCR Amplicor HIV-1

Este procedimiento se basa en la retrotranscripción del RNA genómico viral y

posterior amplificación del DNA complementario resultante mediante reacción

en cadena de la polimerasa (PCR) [74]. El RNA viral se aisló del plasma de

sangre tratada con "anticoagulante EDTA. Con un agente caotrópico se

destruye la membrana viral y las proteínas de la cápside del VIH, el RNA

genómico viral se precipita con alcoholes para separarlo de los residuos en el

medio.

Transcripción inversa

La transcripción inversa y la amplificación por PCR se realizan por una enzima

DNA polimerasa recombinante termoestable de Thermus thermophilus (rTth

poi), dependiente de RNA y DNA. En presencia de Mn2 y deoxinucleótidos

trifosfato (dNTPs) la rTth extiende un primer (iniciador 8KCC1 B), que esta

marcado con biotina, para formar un DNAc al RNA objet ivo.

Amplificación del objetivo

Con los primers (iniciadores) marcados con biotina, 8K145 (sentido) y 8KCC1 B

(anti-sentido), se define y amplifica una secuencia de 155 nucleótidos dentro de
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la región altamente conservada del gen gag. Con un aumento de temperatura

(960 C) se desnaturaliza al híbrido RNA:DNAc, quedando expuestas las

secuencias objetivo. Conforme disminuye la temperatura, el iniciador

ascendente (SK145) se une específicamente con la cadena de DNAc. La rTth

poi extiende el primer y se sintetiza una segunda cadena de DNA, resultando

en una copia de DNA de doble cadena. Con aumento de temperatura (960 C)

se separa la cadena y quedan libres las secuencias complementarias para los

primers. Conforme desciende la temperatura SK145 y SKCC1 B se unen con el

DNA objetivo. Este paso se repite un número previsto de ciclos para formar

copias de DNA de doble cadena (amplicones) con 155 pares de bases de

extensión .

Reacción de hibridación

Con una solución desnaturalizante se separan químicamente las dobles

cadenas de DNA para dejarlas en cadena sencilla. A continuación se separan

los productos de PCR del medio. Para esto se utilizan partículas magnéticas

revestidas de una sonda de oligonucleótidos (CP35) que reconocen una región

específica de los amplicones. CP35 se hibrida con los amplicones que a su vez

están marcados con biotina. Mediante un magneto se captan las esferas y con

un lavado se aparta el material no hibridado.
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Reacción de detección

A continuación se añade un conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rábano

picante (AV-HRP). La estreptavidina se liga con alta afinidad a la biotina. Se

extrae el conjugado no ligado lavando las partículas magnéticas nuevamente.

Finalmente se añade una solución sustrato que contiene peróxido de hidrógeno

y 3,3', 5,5'- tetrametilbencidina (TMB). En presencia de peróxido de hidrógeno,

la peroxidasa de rábano picante conjugada con las partículas cataliza la

oxidación de TMB para formar un complejo colorido cuya absorbancia es

medida a una longitud de onda de 660 nm.

Determinación cuantitativa

Este procedimiento es monitoreado por un control interno que se agrega desde

el inicio al que se le aplican las mismas reacciones que al RNA blanco. El

control interno (patrón de determinación) consiste en una cantidad conocida de

moléculas de RNA no infeccioso que tiene 233 nucleótidos de extensión.

Presenta regiones de reconocimiento a los primeres SK145 y SKCC1B. Se

genera un producto de amplificación de la misma extensión del blanco (155

bases) . La diferencia es que este control interno tiene modificada la región de

conjugación para que reconozca a una sonda de oligonucleótidos distinta al

blanco, SK102 acoplada a esferas magnéticas. La absorbancia a 660 nm es

proporcional a la cantidad de amplicón del objetivo y del patrón de

determinación. Se calcula la absorbancia total del VIH y del patrón de
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determinación multiplicando la absorbancia en cada dilución por el factor de

dilución y se selecciona la que contiene la dilución total máxima. La cantidad de

RNA del VIH se calcula dividiendo la absorbancia del objetivo por la

absorbancia del control interno, multiplicado por el número de moléculas de

RNA del control usando una ecuación. En nuestro estudio los cálculos fueron

realizados por el software que esta incluido en el equipo Cobas Amplicor.

Cuantificación de linfocitos T CD4+ en sangre periférica por citometría de

flujo con el equipo FACS Calibur

Para la cuantificación de linfocitos T CD4+ se utilizó un reactivo de

inmunofluorescencia directa de tres colores llamado TriTEST CD4/CD8/CD3

(Becton Dickinson). Que esta constituido por anticuerpos (Ac) monoclonales

conjugados a fluorocromos. El anti-CD4 esta conjugado a isotiocianato de

fluoresceína (FITC) e identifica a los linfocitos T colaboradores/inductores por el

antígeno CD4 Mr de 59 kDA [75]. El anti-CD8 esta conjugado a ficoeritrina (PE)

y reconoce a los linfocitos T supresores/citotóxicos, se une a un antígeno

expresado en la subunidad a de 32 kDA del CD8 [76]. El anti-CD3 esta

conjugado a la proteína peridinín clorofila (PerCP), reconoce a los linfocitos T

mediante la cadena E del complejo CD3 , que esta unido al receptor de antígeno

de las cT [77]. Los Ac se encuentran liofilizados en el fondo de los tubos

TruCOUNT. Se tiñe un volumen conocido de sangre con anticoagulante EDTA

directamente en estos tubos cuando el sedimento liofilizado se disuelve . Los Ac
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se unen en forma específica a los antígenos de superficie de las células.

Posteriormente las células migran en fila por un capilar, una por una, y pasan a

través del haz de un láser a 488 nm. La luz láser se dispersa y también provoca

que las células teñidas emitan fluorescencia. Estas señales de dispersión y

fluorescencia son detectadas por el equipo; se genera una señal visualizada en

una gráfica de dos planos, a partir de la cual se determina la cantidad de

células que expresan el marcador de superficie buscado. Con estos datos el

software MultiSET® calcula el número absoluto de células posltlvas/ul.,

Análisis estadístico

Se aplicó el método de correlación de Pearson para analizar la medida de la

asociación lineal entre estos marcadores en la población (coeficiente de

correlación,p) . En el análisis de los datos se utilizó preferentemente el logaritmo

de la carga viral. Para observar el sentido de la medida de la asociación lineal

se utilizaron rectas de regresión. Lo anterior se realizó con el programa SPSS

versión 10.
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RESULTADOS

La población de estudio abarcó 505 individuos (N=505) que cumplieron con los

criterios de selección, 19% (94) mujeres y 81 % (411) hombres, el promedio de

edad fue de 36 años (DE 10.24).

Se midieron los marcadores: carga viral (copias de RNA-VIH/mL) y

concentraciones de cT CD4+/j/L a todos los pacientes. Las medidas de carga

viral obtenidas se ubicaron dentro del intervalo 1 a 7.39 X 106 copias de RNA-

VIH/mL y las concentraciones de cT CD4+ en 4 a 1424 células/ul.. La tabla 1

resume la estadística descriptiva de las variables. La distribución de estos

datos fue con una tendencia hacia extremos contrarios de la normal. En el caso

de las concentraciones de cT CD4+ la tendencia fue a hacia valores bajos;

mientras que las cuantificaciones de carga viral tienden hacia valores altos (Fig.

4).

N Intervalo Minimo Maximo Media Desviacion std Varianza

Concentraciones
505 1420 4 1424 270.55 255.79 65428.093

de cT CD4+

Carga viral 505 7389999 7390000 334267.54 633930.04 4.0E+11

log de la CV 505 6.87 .00 6.87 4.9010 1.0602 1.124

N valida 505

Tabla 1. Estadística descriptiva de las variables medidas en la población de

estudio que abarcó 505 pacientes . CV = carga viral.
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Figura 4. Distribución de los marcadores en la población, (A) Concentraciones

de cT CD4+. (B) Logaritmo de las cargas virales.
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El 50% de nuestra población presentó cargas virales superiores a 100,000

copias de RNA-VIH/mL. La misma proporción de pacientes presentó

concentraciones inferiores a 209 cT CD4+/IJL. Solo poco más del 25% presentó

concentraciones superiores a 400 cT CD4+/IJL. Interesantemente, cuando se

dividieron las concentraciones de cT CD4+ en cuartiles, se encontró que los

puntos de corte son muy parecidos a los valores de cT CD4+ que determinan la

transición de un estadio de la infección a otro [43]. La tabla 2 muestra la

distribución en percentiles.

Marcadores

Concentraciones
Percentiles de cT CD4+ Carga Viral

25 53 31100

50 209 117000

75 427 425000

log de la
carga viral

4.49

5.07

5.63

Tabla 2. Distribución en percentiles para los marcadores medidos en la

población.

Se calculó la medida de la asociación lineal entre las concentraciones de cT

CD4+ y el logaritmo (Iog) de la carga viral. En esta población el log de la carga

viral correlacionó inversamente de manera significativa con las concentraciones

de cT CD4+ (p= -0.569, p<0.001) (Tabla 3). En la figura 5 se muestra el ajuste

de la curva entre las variables conforme se modifican las concentraciones de
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Figura 5. Regresión lineal que muestra el ajuste de la curva conforme

aumentan las concentraciones de cT CD4". Los puntos representan las 505

mediciones, la línea es la regresión lineal calculada para los puntos.

Como se muestra, esta población representa a pacientes en distintos estadios

de la infección. El siguiente paso fue determinar si existe relación entre estos

marcadores en pacientes representantes de las distintas etapas de la

enfermedad. Se determinó la correlación entre los marcadores en grupos

formados por el mismo número de pacientes para que tuvieran el mismo peso.

Aprovechando que los puntos de corte en los cuartiles para CD4+ son muy

parecidos a las concentraciones usadas para caracterizar los distintos estadios

de la infección, se formaron cuatro grupos con intervalos ascendentes de cT

CD4+tomando como base esta distribución (tabla 2), y se analizó la correlación

en ellos. Los grupos se limitaron por los siguientes intervalos de cT CD4+/pL, 1:

1-52, 11: 53-208, 111 : 209-426 y IV: más de 427.
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Aunque en la población total se encontró correlación inversa significativa entre

los marcadores, en el análisis de estos grupos no fue así. La tabla 3 muestra

los resultados de correlación en estos grupos. Solo se observó correlación

inversa significativa en el grupo IV (p-0.518, P < 0.001), en los demás no fueron

significativas. Además se observó que la negatividad de la relación en la

población no esta dada por el grupo I (1-52 cT CD4+/~L), en este se encontró

una correlación positiva muy próxima a cero. Se observa que conforme

disminuyen las concentraciones de cT CD4+ la correlación pierde fuerza .

Coeficiente de correlac ión P

Población -0.569 <0.001

Grupos

1: 1 -52* 0.071 0.433

1/ : 53 - 208* -0.125 0.160

1/1: 209 - 426* -0.099 0.274

IV: mas de 427* -0.518 < 0.001

* Intervalos de cT CD4+/1l1

Tabla 3. Análisis de correlación entre las concentraciones de cT CD4+ y el

logaritmo de la carga viral observados en la población (N=505) yen los grupos

formados con intervalos ascendentes de cT CD4+ tomando como punto de

corte los valores de los cuartiles.
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Las guías internacionales para el inicio del TAVAA en adultos, recomiendan

vigilar las concentraciones de cT CD4+ y la carga viral para tomar decisiones

terapéuticas. Proponen ciertos valores en estos marcadores como indicadores

del inicio, con los que se esperan resultados óptimos de respuesta al

tratamiento. Los estudios dirigidos a la búsqueda de estos parámetros se han

conducido en poblaciones de distintos países [78]. A continuación se determinó

si existe relación entre los marcadores en subgrupos específicos en nuestra

población, tomando como punto de corte esos valores. En primer lugar se

dividió la población en dos grupos tomando como punto de corte 350 cT

CD4+/IJL, que es el valor determinante para las decisiones terapéuticas según

las guías internacionales [78]. En el análisis se encontró que en estos grupos

existe correlación inversa significativa. La correlación es más fuerte en el grupo

formado con concentraciones superiores a 350 cT CD4+/IJL, aunque solo -33%

de la población presentó estos valores (Tabla 4). En la figura 6 se muestran las

regresiones estimadas para cada grupo. Se observa que la pendiente es más

acentuada en el grupo con concentraciones elevadas de cT CD4+. Las gráficas

se colocaron de acuerdo al modelo de progresión de la enfermedad; primero la

estimada para el grupo con mayores concentraciones de cT CD4+, después la

del grupo con concentraciones bajas. Con esto se confirma que la correlación

entre los marcadores se pierde conforme avanza la enfermedad o disminuyen

las concentraciones de cT CD4+.
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Figura 6. Regresión lineal que muestra el ajuste de la curva para los grupos

formadas tomando como punto de corte concentraciones de 350 cT CD4+/~L.

A. Más de 350 cT CD4+/~L. B. Menos de 350 cT CD4+/~L.
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Concentraciones de cT CD4+*
% en la Coeficiente de pn población correlación

Menores a 350 340 67.3 -0.293 <0.001

Mayores a 350 165 32.7 -0.509 <0.001

* cT CD4+/¡.JL

Tabla 4. Muestra las frecuencias y el análisis de correlación para los grupos

formados tomando como punto de corte las concentraciones de cT CD4+

recomendadas por las guías internacionales para las decisiones terapéuticas.

Las guías internacionales para el inicio del TAVAA manifiestan no solo

considerar las concentraciones de cT CD4+, también recomiendan tomar en

cuenta valores de carga viral mayores a 55,000 copias para iniciar tratamiento

[78]. Debido a eso, el siguiente paso fue incluir esa medida en el anális is. Con

ese valor se dividieron los dos grupos anteriores para formar cuatro subgrupos.

Esta clasificación nos permitió observar algunas características de nuestra

población . Más del 50% de los pacientes presenta concentraciones inferiores a

350 cT CD4+ y carga viral mayor a 55,000 copias; mientras que solo el 20%

presenta valores inversos, más de 350 cT CD4+ y carga viral menor a 55,000

copias. Estos fueron los subgrupos con más representatividad (Tabla 5). Con el

análisis de correlación en estos grupos se determinó en cuales existe relación

entre los marcadores . En todos encontramos correlaciones inversas, pero solo

fueron significativas en algunos subgrupos (Tabla 5). La figura 7 muestra el

ajuste de la curva para estos subgrupos, de manera interesante, se observa

cuales habrían sido los "puntos palanca" en la regresión inicial hecha en la

población total. Las gráficas se ordenaron de acuerdo al comportamiento
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esperado en los marcadores durante el desarrollo de la historia natural de la

enfermedad, empezando por las regresiones para los grupos con mayor

concentración de cT CD4+ y menor carga viral. Esto nos permite observar como

se podría ir perdiendo la correlación entre los marcadores conforme avanza la

enfermedad.

cT cv Frec. %en % en la p
CD4+/pL n

la clase población p

<350 340 <55,000 65 19 13 -0.121 0.335
>55,000 275 81 54.5 -0.201 < 0.001

>350 165
<55,000 101 62 20 -0.526 < 0.001
>55,000 64 38 12.5 -0.185 0.143

CV=carga viral, Frec=Frecuencia, p = coeficiente de correlación

Tabla 5. Distribución de los datos usando como punto de corte las

concentraciones de cT CD4+ y los valores de carga viral que determinan las

decisiones terapéuticas de acuerdo con las guías internacionales. Se muestran

los resultados del análisis de correlación para cada subgrupo.
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Figura 7. Regresiones que muestran el ajuste de la curva en los subgrupos

formados utilizando como punto de corte los valores de cT CD4+/¡.lL y carga

viral recomendados por las guías internacionales para las decisiones

terapéuticas. A. Más de 350 CD4+ con menos de 55,000 copias. B. Más de 350

CD4+ con más de 55,000 copias. C. Menos de 350 CD4+ con menos de

55,000. O. Menos de 350 CD4+ con más 55,000 copias.

47Neevia docConverter 5.1



DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES

En este estudio se correlacionaron las concentraciones de cT CD4+ en sangre

periférica y los valores de carga viral (RNA-VIH) en plasma, en una cohorte

bien caracterizada de individuos infectados por el VIH en México. De acuerdo

con la clasificación clínica actual y tomando como base las concentraciones de

cT CD4+, la población de estudio estuvo conformada mayoritariamente por

pacientes en estadios avanzados de la infección, con un promedio de 270 cT

CD4+j¡...t1. Al mismo tiempo se observó un promedio alto en la carga viral de

-33.5 X 105 copias. Los datos se distribuyeron con tendencia hacia extremos

contrarios de la normal. Esto muestra que la población no era homogénea en

cuanto al estadio de la infección , la mayoría de las frecuencias observadas

corresponden a estadios avanzados de la infección (Figura 4) [43]. La

población representa lo que típicamente se observa en la práctica clínica en

México, donde lo usual es que los pacientes se encuentren en estadios

avanzados de la infección cuando son captados. De forma interesante, al

determinar la distribución en percentiles de acuerdo con las concentraciones de

cT CD4+, se encontró que los cuartiles son muy parecidos a los puntos de corte

en cT CD4+ que determinan la transición de un estadio a otro en la enfermedad

(Tabla 2) [43].

Los resultados muestran que existe una fuerte interrelación entre la carga viral

y las concentraciones de cT CD4+ a nivel poblacional. Se encontró correlación

inversa significativa (p= -0.569, p<0.001). Este coeficiente de correlac ión junto
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con la regresión mostrada en la figura 5, muestran que podría existir una fuerte

asociación entre los viriones libres y la disminución de cT CD4+. Sin intentar dar

explicaciones de causa efecto, esta asociación es una evidencia de que la

viremia es un factor central en la patogénesis de la infección por VIH. Esto va

de acuerdo con estudios en los que se ha determinado que el nivel de carga

viral determina el pronóstico de la enfermedad [44, 49]. Los resultados

obtenidos son comparables, hasta cierto punto, a los obtenidos en estudios

previos . Mellors y cols., coincidentemente, también encontraron una correlación

inversa entre estos marcadores (p=-0.420, p <0.05, N=1604). En su estudio

concluyen que el mejor pronóstico de evolución en la infección se obtiene del

análisis de la carga viral y las concentraciones cT CD4+ [15]. Aunque realizaron

el estudio en una población de mayor tamaño, la diferencia trascendental con el

presente trabajo es que los individuos participantes en su estudio se

encontraban en etapas tempranas de la infección . Presentaban en promedio

concentraciones superiores a 500 cT CD4+/~I , casi el doble del encontrado en

la nuestra. En ·otro estudio, los mismos autores encontraron resultados

equivalentes. Aunque la población de estudio ahora fue de menor tamaño,

presentaba características semejantes a la anterior en cuanto al estado

inmune, los pacientes mayoritariamente se encontraban en estadios tempranos

de la infección con una media alta en las concentraciones de cT CD4+. En este

estudio los autores sugieren que la carga viral es mejor determinante

pronóstico de la infección sobre las concentraciones de cT CD4+ [49]. Tomando

en cuanta que la diferencia entre la población de estudio del presente trabajo y

las utilizadas por trabajos previos radica en distintas concentraciones de cT
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CD4+ fue muy acertado realizar un análisis en grupos específicos de la

población total.

Así, aunque se encontró asociación significativa a nivel población, en el análisis

de correlación en los grupos que pueden representar distintos estadios de la

infección (Tabla 2) se encontraron resultados distintos (Tabla 3). Solo se

encontró correlación inversa significativa en el grupo con las más altas

concentraciones de cT CD4+ (Tabla 3, IV). En los restantes grupos las

correlaciones fueron muy próximas a cero y no significativas, inclusive en el

grupo con las concentraciones más bajas de cT CD4+ se encontró correlación

positiva (Tabla 3, 1). Estos resultados muestran que existe una fuerte

asociación entre los marcadores en los estadios tempranos de la infección,

pero conforme avanza la enfermedad la interrelación entre ellos se va

perdiendo. Lo anterior es respaldado por los resultados de correlación

obtenidos al dividir la población en dos grupos tomando como punto de corte

350 cT CD4+/1l1 (Tabla 4). La correlación inversa entre los marcadores es más

fuerte en el grupo con concentraciones superiores a 350 cT CD4+/IlI, por debajo

de ese valor la correlación pierde fuerza, por lo que se observan distintas

pendientes en cada grupo (Figura 6). Confirmando así que los datos en los

grupos con bajas concentraciones de cT CD4+ no tienen relación matemática,

aunque todos los grupos tienen el mismo peso al estar formados con el mismo

número de individuos . Estas observaciones sugieren que probablemente las

concentraciones de cT CD4+ pueden ser menos importantes que la carga viral

para monitorear pacientes en estadios tempranos de la infección por VIH.
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La varianza en la carga viral disminuye conforme avanza la infección. En lo que

corresponde a las etapas iniciales los valores de carga viral varían

considerablemente entre los pacientes. Esto es mostrado por la amplia

dispersión horizontal de los puntos alrededor de la línea, en la parte que

corresponde a mayores concentraciones de cT CD4+, de la gráfica de regresión

para la población (Figura 5), y detallado por las regresiones para los grupos

formados con los valores de cT CD4+ que determinan las decisiones

terapéuticas (Figura 6). Por el contrario, conforme disminuyen las

concentraciones de cT CD4+, que es un evento relacionado con etapas

posteriores de la enfermedad, la variabilidad en la carga viral disminuye

tendiendo hacia valores elevados. Al principio de la enfermedad la replicación

del VIH es contenida de forma no absoluta y variable en cada individuo . Pero

con el paso del tiempo la replicación gradual del VIH provoca daños en el

hospedero que resultan en la reducción de las cT CD4+. A primera vista los

datos sugieren que la reducción esta fuertemente asociada a la replicación

viral, pero esta no es del todo producto de la carga viral, puesto que es posible

encontrar sujetos con cargas virales altas y niveles de <::T CD4+ dentro del límite

común en personas sanas. La pérdida en la interdependencia de los

marcadores conforme avanza la enfermedad demuestra que existen

variaciones biológicas en cada etapa. Lo que sugiere que la carga viral es

importante como una medida relativa de los fenómenos biológicos que ocurren

en un sujeto infectado de un punto en el tiempo a otro, como resultado de la

interacción entre factores virológicos y genéticos. Que en adición están

influenciados por factores genéticos distintos en cada sujeto. Probablemente
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las células en circulación no influyan mucho en el mantenimiento de la carga

viral a lo largo de la infección, o por lo menos en las etapas finales.

El tratamiento antirretroviral restablece la interrelación entre los marcadores,

probablemente porque reduce la carga viral de forma efectiva, de niveles muy

altos, por arriba de los límites confiables hasta niveles cuantificables o por

debajo de los límites confiables. El efecto no es tan amplio en la recuperación

de las concentraciones de cT CD4+. Un estudio realizado por Hughes y cols

demostró que la interrelación entre los marcadores en etapas finales de la

infección se puede recuperar mediante el tratamiento antirretroviral. Ellos

analizaron la relación entre estos marcadores en una población con un

promedio de concentraciones de cT CD4+ correspondiente a etapas finales

(145 células/uf) y que estuvo bajo tratamiento previamente durante por lo

menos 6 meses. Como parte de sus resultados encontraron que los

marcadores muestran una interdependencia fuerte en respuesta al tratamiento

en pacientes en este estadio [72]. De forma contraria a lo que sucede en

pacientes que no tienen tratamiento y que se encuentran en este estadio (Tabla

3. 1, 11).

El riesgo de progresión en la enfermedad se incrementa de forma directa con la

carga viral y de forma inversa con las concentraciones de cT CD4+.

Concentraciones de 350 cT CD4+ son un punto crítico en la historia de la

enfermedad. La figura 6 muestra como cambia la interdependencia entre los

marcadores conforme aumentan las concentraciones de cT cd4+. Los pacientes
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con concentraciones superiores a este valor tienden a presentar valores de

carga viral muy variables que pueden ser desde muy bajos hasta rondar el

límite superior confiable. Por otro lado, en los pacientes con concentraciones

inferiores a este valor la carga viral se eleva disminuyendo la varianza .

Pacientes con valores de carga viral altos pueden desarrollar SIDA más

rápidamente porque la producción viral elevada exhausta la capacidad del

hospedero para compensar las CD4+ destruidas [15]. La replicación del VIH,

reflejada en la carga viral, es un importante determinante en la progresión de la

enfermedad.

Cuando se incluyó en el análisis los valores de carga viral recomendados por

las guías internacionales para el inicio del tratamiento y se formaron subgrupos

tomando como punto de corte estos valores, se encontró que solo existe

relación matemática entre los marcadores cuando se examinan subgrupos con

valores opuestos en los marcadores. Estos subgrupos fueron los más

representados en la población (Tabla 5). En las regresiones lineales se

observan fuertes cambios de pendiente conforme disminuyen las

concentraciones de cT CD4+ y aumentan los valores de carga viral, esto apoya

la observación de que existen diferencias biológicas en la interacción

microorganismo-hospedero en cada estadio de la enfermedad. Cuando se ha

evolucionado ha concentraciones inferiores a 350 cT CD4+/pl y no se cuenta

con tratamiento el riesgo de progresión aumenta pues en estas circunstancias

se observa que la carga viral es muy elevada, muy pocos pacientes mantienen

cargas virales bajas en esta circunstancia (Figura lC y tabla 5). Altos niveles
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de carga viral en plasma se han asociado con un estado clínico pobre [72].

Análisis de riesgo proporcional para la progresión en la infección indican que el

monitoreo de concentraciones de cT CD4+ y carga viral perfecciona la

efectividad del tratamiento en la práctica clínica [70].

Los resultados del presente trabajo son consistentes con los reportados por

varios autores. Sin embargo, a diferencia de ellos, esta población es

representativa de los sucesos en distintos estadios de la infección . Esta

comparación permitió comprobar que la interacción entre estos marcadores

varía de un estadio a otro. Además se debe tomar en cuenta que las

poblaciones en cada caso presentan características propias que provocan

respuesta de forma variable a la infección .

En conclusión, los niveles de carga viral se asocian de forma significativa con

las concentraciones de cT CD4+ en los estadios iniciales de la infección . Los

niveles de carga viral varían entre individuos con concentraciones de cT CD4+

elevadas, esta variación se va perdiendo conforme disminuyen las cT CD4+.

Concentraciones de 350 cT CD4+ son un punto crítico en la historia de la

enfermedad. Concentraciones de cT CD4+ inferiores a ese valor correlacionan

con valores altos de carga viral. Mientras que por arriba de ese valor se

observan valores de carga viral variables pero discretos. La carga viral por si

misma no explica la reducción en las cT CD4+.

54Neevia docConverter 5.1



En los pacientes infectados por VIH del INER, sin tratamiento previo y sin

infecciones oportunistas activas, existe correlación negativa (inversamente

proporcional) entre la carga viral y las concentraciones de cT CD4+ en

circulación de forma global, también se observa en los grupos con cT CD4+ que

indican las decisiones terapéuticas de acuerdo con las guías internacionales.

Estos datos concuerdan con los mostrados en otros estudios, pero son los

primeros realizados en una cohorte bien definida de pacientes en México.
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ANEXO

METODOLOGíAS

1. Carga viral en plasma por el método COBAS-Amplicor HIV-1

Monitor (RT-PCR Roche Diagnostics)

Reactivos

De preparación de la muestra

HIV-1 OS, v1.5 estándar de cuantificación.

HIV-1 Lys (solución de lisis)

HIV-1 Di! (Diluyente)

Isopropanol

Etanol 70%

- Agua estéril.

Controles

NHP Plasma Humano Normal

HIV-1 (-)C (Control negativo de HIV-1)

HIV-1 L(+)C (Control positivo bajo de HIV-1)

HIV-1 H(+)C (Control positivo alto de HIV-1)

De amplificación:

HIV-1 MMX v1.5 (Master mix HIV-1 monitor)
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HIV-1 Mn2
+ v1.5 (Solución de manganeso)

Específicos de detección

- AD3 (Reactivo de dilución del amplicón)

1M PS1, v1.5 (Sonda HIV-1 MONITOR de suspensión 1)

IM4, v1.5 (Sonda HIV-1 MONITOR de suspensión 2)

10 PS1, v1.5 (Sonda HIV-1 MONITOR de patrón de determinación

cuantitativa, suspensión 1)

104, v1.5 (Sonda HIV-1 MONITOR de patrón de determinación

cuantitativa, suspensión 2)

Genéricos de detección

DN4 (Solución de desnaturalización)

- CN4 (Conjugado de avidina-peroxidasa de rábano picante)

- SB3 (Sustrato A)

- SB (Sustrato B)

Buffer de lavado

- WB, Solución de lavado concentrada (10x)

Material y equipos

- Tubos con tapa a rosca de 2mL, estériles.

Pipetas serológicas estériles desechables de 10 mL.
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Pipetas estériles de transferencia desechables de punta fina, libres de

RNasa.

Micropipetas

Puntas desechables con filtro para aerosol y libres de RNAsa de 200 y

1000 IJ.I.

- Tubos de polipropileno o poliestireno de 50 mL.

Pipeteador mecánico

Vórtex

Ultracentrífuga refrigerada con rotor a ángulo fijo

Probetas de 1000 mL

Campana de flujo laminar

- Anillos-A COBAS AMPLlCOR equipado con 12 tubos. (A-Rings)

Sujetador del anillo-A

Rejillas de copas D (D-cups)

Precauciones

Esta prueba se realiza con plasma humano recolectado a partir de sangre

tratada con anticoagulantes EDTA o ACD. La heparina inhibe la amplificación y

no debe usarse en este procedimiento. Evitar la contaminación microbiana y

con ribonucleasas de los reactivos. Las tareas de laboratorio deben realizarse

de un modo unidireccional, desde la zona de pre-amplificación hacia la zona de

post-amplificación. Las muestras deben tratarse como potencialmente

infecciosas por lo que es necesario leer el manual de bioseguridad del

ESTA TESIS NO SALF
DE LA BIBIJOTECA
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laboratorio . Varios reactivos contienen azida sódica. la azida sódica puede

reaccionar con cañerías de plomo y cobre para formas azidas metálicas

altamente explosivas. A desechar soluciones que contengan azida sódica por

las cañerías del laboratorio , se deben enjuagar con un gran volumen de agua.

El S8 y el sustrato de trabajo (Mezcla de reactivos S83 y S8) contienen

dimetilformamida, una sustancia tóxica a dosis orales elevadas, que en mujeres

embarazadas puede ser nociva para el feto. la solución de lisis (LYS), que

contiene tiocianato de guanidina y el IM4 e IQ4 v1.5 , que contienen tiocianato

de sodio, no deben tener contacto con solución de hipoclorito de sodio, debido

a que producen un gas sumamente tóxico.

Procedimiento

Pre-amplificación: Preparación de la muestra y el control

1. Rotular un tubo estéril de 2.0 ml con tapa a rosca para cada muestra

que va a ser procesada (21 tubos) y 3 tubos adicionales para cada

control CN (control negativo), Cl (control positivo bajo), CH (control

positivo alto). Poner una marca de orientación en cada tubo.

2. Preparar la solución de trabajo del buffer de lisis. Disolver los cristales

que se formen en el buffer de lisis (HIV-1 LYS) calentándolo a 25-3r C

y/o mezclándolo vigorosamente. Al momento de usarlo debe estar a

temperatura ambiente y sin cristales . Mezclar el estándar de

cuantificación HIV-1 QS, v1.5 y añadir 100 ~I a un frasco de HIV-1 lys.

Mezcle bien agitando en el vórtex.

70Neevia docConverter 5.1



3. Añada 600 ul de la solución de trabajo del buffer de lisis a cada tubo de

2.0 mI.

4. Añada 200 f.ll de plasma humano normal (NHP), previamente mezclado

por vórtex, a los tubos que serán utilizados para procesar los controles

(CN, Cl y CH) y mezclar.

5. Mezclar los tubos que contienen los controles: HIV-1(-}C, HIV-1L(+}C y

HIV-1H(+}C y añadir 50f.l1 a su correspondiente tubo. Mezclar.

6. Agregar 200 f.ll de cada muestra de plasma, previamente mezclada, a

su tubo correspondiente que contiene la solución de trabajo del buffer de

lisis. Mezclar y a continuación incubar todos los tubos a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

7. Añadir 800 ul de isopropanol a cada tubo. Mezclar hasta que se

homogenice la muestra.

8. Colocar . los tubos en la microcentrífuga con la marca de orientación

hacia fuera. A esta marca se alineará el pellet. Centrifugar todos los

tubos durante 15 minutos a 16,000g a temperatura ambiente.

9. Identificar la marca de orientación y si es posible el pellet. Retirar el

sobrenadante con una pipeta de transferencia con punta fina, por la

pared contraria a la que se deposita el pellet, lentamente y con cuidado .

10.Añadir 1000 ul de etanol al 70% a cada tubo y mezclar bien.

11. Colocar los tubos en la microcentrífuga con la marca de orientación

hacia fuera. Centrifugar durante 5 minutos a 12,500-16,000g a

temperatura ambiente.
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12. Identificar la marca de orientación y el pellet. Retirar el sobrenadante con

una pipeta de transferencia con punta fina, por la pared contraria a la

que se deposita el pellet, lentamente y con cuidado. Retirar tanto

sobrenadante como sea posible. Residuos de etanol pueden inhibir la

amplificación.

13.Añadir 400 I-lI de HIV-1 DIL y mezclar vigorosamente en el vórtex

durante 10 segundos . Tanto las muestras como los controles deben ser

procesados dentro de las 2 horas siguientes o bien pueden ser

congelados a -20°C por hasta una semana.

Pre-amplificación: preparación del reactivo

14.Preparar la mezcla maestra de trabajo, con la pipeta y las puntas

destinadas a este fin, añadiendo 100 I-lI de HIV-1 Mn2
+ , v1.5 previamente

mezclado, a un vial de master mix, HIV-MMX. Mezclar por inversión

durante 10 a 15 veces, NO usar vórtex.

15.Añadir 50 I-lI de la mezcla maestra a cada tubo de los A-rings, utilizando

la pipeta destinada a este fin. Los tubos no deben permanecer abiertos .

16.Agitar cada muestra durante 5 segundos. Añadir 50 I-lI de cada muestra

y control ya procesados a su correspondiente tubo del A-ring, utilizar una

punta para cada muestra . No transferir ningún precipitado de las

muestras.

17.Cierre perfectamente los tubos. Llevar los Anillos a la zona de post

amplificación.
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Post-ampiificación: Ampiificación/detección

18.Verificar el depósito de lavado. Preparar buffer de lavado de trabajo

añadiendo 1 volumen de WB a 9 volúmenes de agua destilada o

desionizada. Mezclar bien. Es necesario mantener siempre 3 o 4 litros

del buffer de lavado como mínimo.

19.Vaciar el contenedor de residuos en la tarja con la llave del agua abierta.

20. Reemplazar los racks de D-cups usadas.

21. Realizar un lavado extendido del equipo de acuerdo al manual del

equipo.

22. Preparar reactivos genéricos de detección. Agregar 5 mL de 5B con una

pipeta serológica a un frasco de 5B3. Resuspender con la pipeta varias

veces hasta que la mezcla se vuelva homogénea. Colocar 2 frascos en

el rack específico para reactivos genéricos (Rack número 4)

23. Colocar en el rack número 4, un frasco de DN4 y 2 frascos de CN4.

24. Prepara reactivos específicos de detección agregando 2.5ml de 1M P51,

v1.5, previamente mezclado en el vórtex, a un frasco de IM4, v1.5.

Colocar el frasco en el rack número 1, indicado par los reactivos

específicos de detección .

25. Añadir 2.5 mi de IQ P51, v1.5, previamente mezclado en el vórtex, a un

frasco de IQ4, v1.5. Colocar el frasco en el rack número 1.

26.Colocar el frasco de AD3 en el rack número 1.

27. Dar la ordenen de trabajo al equipo de acuerdo al manual del usuario.

73Neevia docConverter 5.1



28.El equipo COBAS-Amplicor genera los resultados de la carga viral en

número de copias de RNA-VIH/mL.

11. Cuantificación de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ de

sangre periférica por citometría de flujo con el equipo FACScan

(Secton Dickinson)

Material y equipo requerido

Reactivos

•TriTEST C04 FITC/C08 PE/C03 PerCP

con tubos TruCOUNT (BO, No. cal. 340401)

Material

1. Microesferas CaliBRITE 3 (BO, No. cal. 340486).

2. Solución de lisis FACS (10X), 100 mL (BO, No. cal. 349202).

3. Agua de grado reactivo (destilada o desionizada).

4. Tubos Vacutainer con EOTA.

5. Agitador vórtex.

6. Micropipeta automática y puntas.
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7. Líquido de revestimiento (FACSFlow, BD, No. cat. 340398)

8. Controles TruCOUNT (BD, No. cat. 340335)

9. Control de sangre entera lisable.

PROCEDIMIENTO:

Tinción:

1. Rotular un tubo TruCOUNT con el número de identificación de la muestra.

2. Agregar 20 IlL del reactivo TriTEST CD4/CD8/CD3 al fondo del tubo, evitar

tocar el sedimento.

3. Dispensar 50 IlL de sangre entera anticoagulada al fondo del tubo. Evitar

que la sangre resbale por las paredes del tubo.

4. Mezclar suavemente en el vortex. Incubar 15 minutos en obscuridad a

temperatura ambiente (20-25° C).

5. Agregar 450 IlL de solución de lisis FACS 1X al tubo.

6. Mezclar suavemente en el vortex. Incubar 15 minutos en oscuridad a

temperatura ambiente (20-25° C).

7. Analizar las muestra en el citómetro de flujo .

8. Con el software MultiSET determinar los recuentos absolutos.
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