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RESUMEN

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida es causado por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y se caracteriza por diversas manifestaciones
clinicas, incluyendo la profunda inmuno-supresién con la asociacion de
infecciones oportunistas y degeneracion del sistema nervioso central. Los aislados
de VIH-1 se clasifican con base en las propiedades biolégicas como: la
capacidad de inducir sincicia en células MT-2, citotropismo (tropismo por
macrofagos o por la linea de células —T) y rango de replicacién (rapido
crecimiento o lento crecimiento en cultivo). En la infeccidn temprana la poblacion
es homogénea, generalmente con tropismo por los macrofagos y no inductores de
sincicia; durante el curso de la enfermedad la poblacién viral predominante es con
tropismo por células-T CD4+ e inductores de sincicia. Considerandose ese
cambio como el interruptor del estado asintomatico al estado sintomatico de la
enfermedad. Por lo que el fenotipo bioldégico es un marcador importante en la
progresion de la enfermedad y su determinacién también lo es. En el presente
trabajo se determind el fenotipo biolégico de 28 pacientes VIH positivos del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, quienes cumplian criterios de
inicio de tratamiento antiretroviral <500 células T CD4+/yL y a quienes se les
tomaron muestras basales antes del inicio del tratamiento antiretroviral. Los
pacientes fueron clasificados de acuerdo a su estadio clinico en: etapa intermedia
(con 200 a 500 células T CD4+/ uL) y etapa tardia de la enfermedad (<200 células
T CD4+/ yL). A ambos grupos se les determin¢ : carga viral en plasma, numero
de subpoblaciones de linfocitos, cultivo de VIH y fenotipo biolégico. Dando como
resultado una frecuencia de fenotipos bioldgicos inductor de sincicia de 41% en
etapa tardia y de 9% en etapa intermedia ( Chi?=3.37, p<0.06), lo que muestra
una clara tendencia a la significancia estadistica, ademas se observé una mayor
incidencia de infecciones oportunistas en los pacientes de etapa tardia (70%,
Chi?=13.5, p<0.0005). El estudio continuara para ampliar el nimero de pacientes

y asi establecer una diferencia estadistica significativa.



. INTRODUCCION

En 1981, aparece en la revista epidemiolégica del Centro de Control de
Enfermedades (CDC, EU), la Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR) (1),
la primera descripcion de adultos jovenes con Pneumocystis carinii, lo cual no
habia sido descrito y que ademas presentaban infecciones concomitantes con
citomegalovirus (CMV) y candidiasis oral, surgiendo un gran interés por conocer el

agente causal de esta nueva enfermedad (2).

A partir de entonces, se inician programas de investigacion sobre esta enfermedad
lograndose que en 1982 ya se contara con informacion epidemiolégica donde se
reconocia que se trataba de una enfermedad infecciosa transmisible por contacto
sexual o parenteral con secreciones o0 sangre de individuos infectados,
confirmado posteriormente (3;4), mediante técnicas de laboratorio. En 1983, el
doctor Luc Montagnier del Instituto Pasteur (5) y en 1984, el doctor Jay A. Levy, de
la Universidad de California en San Francisco (6) logran aislar retrovirus a partir de
muestras ganglionares de pacientes con inmunodeficiencia, y que posteriormente

se denominaron genéricamente como Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Durante los siguientes afos, se realizd una intensa investigacion lograndose
conocer la estructura molecular del virus, la caracterizacion completa de las
proteinas de la envoltura que interaccionan con la célula huésped y de los
elementos reguladores que controlan positiva o negativamente la transcripcién del

material genético. Se definieron las propiedades bioldgicas del virus y las



consecuencias que se derivan para el huésped, por ejemplo de la elevada
frecuencia de mutaciones, o de la emergencia de cepas con un particular

tropismo para diferentes tipos celulares(7-9).

Han transcurrido 23 anos desde el informe de los primeros casos de SIDA y la
atencion que se ha dirigido al problema ha sido proporcional a su magnitud y
superado la de cualquier otra epidemia en la historia de la medicina, no obstante
los grandes avances obtenidos en el conocimiento de la infeccion por VIH,
dirigiéndose la investigacién a determinar los diferentes mecanismos de entrada
del virus a la célula del huésped e identificar a los co-receptores celulares que
participan en el ingreso de VIH a la célula y establecer el tropismo viral (10-12),
caracterizar la heterogenicidad del virus y sus diversas propiedades de virulencia y
patogenicidad, identificar los sitios anatémicos y celulares del establecimiento y
diseminacién del VIH, revelar los principales reservorios celulares y anatomicos de
las diversas formas moleculares del VIH (13;14), reconocer la gran capacidad de
replicacion del VIH en todo el curso de la infeccion como el centro de la
patogénesis de la enfermedad, definir la intensidad y calidad de la respuesta
inmune del huésped en contra del virus, en todas las etapas de la infeccion y
descubrir los mecanismos de escape viral (15). En general estos acontecimientos
han permitido desarrollar un mejor modelo de progresion de la infeccion,

incrementar la comprension de los mecanismos de patogénesis de la enfermedad.

Actualmente 42 millones de adultos y nifios viven con el VIH /SIDA, se presentan 5

millones de nuevos casos por VIH /SIDA y hay 3.1 millones de defunciones por



causa del VIH /SIDA a finales de 2002. Africa es el que presenta mayor nimero

de casos 29.4 millones, Australia presenta el menor numero de casos 15,000 de

infeccion por VIH /SIDA del total de 42 millones (16-18). Ver Tabla 1.y Fig. 1

Personas que viven con

el VIH/SIDA

TOTAL 42 MILLONES
Adultos 38.6 millones
Mujeres 19.2 millones

Menores de 15 afos 3.2 millones
Nuevas infecciones por el TOTAL 5 Millones
VIH en 2002
Adultos 4.2 millones
Mujeres 2 millones
Menores de 15 anos 800,000
Defunciones causadas TOTAL 3.1 Millones
por el SIDA en el 2002
Adultos 2.5 Millones
Mujeres 1.2 Millones
Menores de 15 anos 610,000

Tabla 1. Resumen Mundial de la epidemia del VIH/SIDA (Resumen Mundial de la
epidemia del VIH/SIDA, OMS, Diciembre 2002).
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Grafico 1. Numero estimado de adultos y nifios viviendo con el VIH/ SIDA a fines
del 2002. (Resumen Mundial de la epidemia del VIH/SIDA, OMS, Diciembre 2002)

Actualmente el objetivo del tratamiento anti-VIH altamente activo (TAVAA), es
mantener la supresion de la replicacion de VIH-1, hasta niveles por debajo de los
limites de deteccidn con las técnicas actuales (<50 copias RNA VIH/ml) mediante
el uso de la combinacion de inhibidores de transcriptasa reversa e inhibidores de
proteasa (19;20). A pesar de esto, no es posible hablar de erradicacién viral
debido a la presencia de un reservorio viral en células CD4+ T con larga vida, y

que son refractarios al tratamiento antirretroviral (21).

Finalmente el conocimiento de la interaccion dinamica de los factores del VIH con
los del huésped es fundamental para comprender la patogénesis y como en todas,

o casi todas las enfermedades, del grado de conocimiento de la patogénesis




dependeran de una manera directamente proporcional, la probabilidad de disefar
estrategias terapéuticas eficientes para curar o controlar significativamente a la

enfermedad (22;23).
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. MARCO TEORICO

El Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es causado por el VIH y se
caracteriza por las diversas manifestaciones clinicas, incluyendo la profunda
inmuno—supresion con la asociacién de infecciones oportunistas y degeneraciéon

del sistema nervioso central [revisidon en (23)].

El VIH pertenece a la familia Lentiviridae que originan enfermedades de larga
evolucion, que pertenecen a la subfamilia de retrovirus de tipo RNA, capaz de
traducir su genoma a DNA en la célula huésped asi como de un periodo largo
latente de infeccidbn en las células y un periodo corto de efecto citopatico. Se
conocen dos tipos de VIH, asignados como VIH-1 y VIH-2 presentan diferencias
en su estructura gendmica y antigenicidad, causan un sindrome clinico similar

[revisidn en (23)].

2.1 BIOLOGIA DE LA INFECCION POR VIH

El VIH infecta a una variedad de células del sistema inmunoldgico, aquellas

células que expresan CD4 tales como los macrofagos, células dendriticas, células

de la microglia, células de Kuppfer, monocitos, etc. (24) y un segundo receptor
celular durante la entrada en células susceptibles (25). Se sabe que existen
factores restrictivos en las células de cada especie que restringen la infeccién a
los humanos, y Trim5 es una de las proteinas relacionadas en este mecanismo

(26;27). Otros estudios indican que las células PBMC (células mononucleares de

11



sangre periférica) activadas con mitdgeno son las células de eleccion para aislar el
virus desde personas infectadas (28;29). Algunos aislados de VIH-1 también son
capaces de infectar continuamente a células T CD4+ de leucemia tal como CEM,
VHTLV-1, MT-2 y MT-4 lineas celulares humanas que son claramente mas
tratables que PBMC, y su uso facilito los estudios moleculares y genéticos del VIH-
1 (30-32). La mayoria de las lineas de células T liberaron grandes cantidades de

viriones mientras se experimentaba sobre la muerte celular e infeccién.

Muchos aislados de VIH-1 se clasificaron con base en su replicacion,
citopatocicidad y propiedades de tropismo. La mayoria de los aislados primarios
del virus se caracterizan por replicarse lentamente y genera cantidades pequenas
de particulas de la progenie, se marcaron lento /bajo para distinguir de los VIH-1
rapido /alto que se expone a una infeccion con cinética mas rapida y libera altos

niveles de virion(33).

Algunos aislados primarios, que frecuentemente se recuperan de individuos
sintomaticos, indujeron la formacién de sincicia en co-cultivo de virus de PBMC en
células MT-2 (34;35). Estos aislados se distinguieron Sl (inductor de sincicia) de
los NSI (no inductores de sincicio). El tropismo es la tercera propiedad usada para

clasificar a aislados primarios de VIH-1.

Aunque los cambios en el LTR pueden modular la eficiencia de replicacion en una
variedad de tipos de células-T, el principal determinante de rangos de VIH reside
en la glicoproteina Env (36). Todos los VIH-1 pueden infectar productivamente

PBMC activadas; algunos aislados son capaces de replicarse en cultivos con

12



monocitos derivados de macrofagos (MDM) y se clasifican como macréfago
tropico (M-Tépico). Otros aislados, frecuentemente obtenido durante el curso de la
enfermedad, puede establecer infecciones continuas en CD4+ en células-T
humanas pero no en MDM, y se les ha designado linea celular-T o TCL-trépico. En
estudios subsecuentes se informdé que el aislado primario de VIH-1 es capaz de
infectar ambos, tanto MDM como TCL; las cuales se han clasificado como

tropismo dual.

Aunque existan excepciones, los aislados M-Tropicos, en general son NSl y lento/
bajo, y considerando TCL-Trépico son frecuentemente Sl y rapido/alto con base
en su fenotipo y replicacién. El pase forzado de aislados primarios en CD4+ en
lineas celulares humanas da como resultado la adaptacién del virus en lineas
celular—T (TCLA), con propiedades alteradas de tropismo y aumenta la
sensibilidad para neutralizar anticuerpos solubles en CD4+ (37). En los clones
moleculares que corresponden a uno del original TCLA agota al VIH — 111IB, con
que se habia propagado extensivamente en 78 células, de los marcos de lectura
para los vpr, vpu y nef los genes no son abiertos, sugiriendo que estos tres genes

no son requeridos para la repeticion eficiente en lineas células —T humanas.

El descubrimiento de la funcion del receptor de quimiocina para la fusién y
entrada del virus en las células CD4+ ha conducido a la revision de la
clasificacion del VIH-1 (38). Los aislados se pueden agrupar con base en la
utilizacién del receptor de quimiocina en los ensayos de fusion del VIH-1 gp120 y
proteinas que expresan las células CD4+. Como se indica en la tabla 2, los

aislados que usan el receptor CXCR4 (nueva designacién; virus X4) son

13



usualmente S, con tropismo —TCL; los que usan exclusivamente receptor CCR5
(nueva designacion; virus R5) son predominantemente NSI y Tropismo-M
(39;40). Los aislados de pacientes que presentan tropismo dual R5/X4 son
frecuentemente Sl. Sin embargo los niveles de expresion del receptor de
quimiocina, CD4 o gp 120 pueden ser uUnicamente altos en la fusion de los
ensayos por lo que no puede predecirse la utilizacién del co-receptor durante la

infeccion real del virus.

Uno de los aspectos clinicos tempranos reconocidos, mas destacados en el SIDA
es el agotamiento selectivo de las células CD4+, una propiedad que se relaciona
con el tropismo del VIH-1 y su citopacicidad para el subconjunto de linfocitos de
infecciones en cultivo de tejido (41). En estudios mas detallados, usando VIH-1
X4 indicaron que las células CD4+ de memoria son preferentemente infectadas.
Sin embargo la pérdida selectiva de células de memoria CD4+ generalmente no
se observa en los individuos asintomaticos. El trabajo mas reciente, empleando
CD3/CD28 co-estimulados para activar los linfocitos-T CD4+ ha confirmado la
susceptibilidad mayor de células de memoria al virus X4, pero ha mostrado
también que las células CD4+ inmaduras son infectadas por VIH R5. Cuando los
linfocitos de individuos infectados por VIH-1 fueron examinados y se detectd que
el DNA integrado del virus podria recuperarse de ambas células-T CD4+ de
memoria sin evidencia selectiva del uso del co-receptor de quimiocina o

subconjunto linfocitario.

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de antigeno que

capturan, transportan y presentan antigenos a linfocitos —T CD4+ y CD8+. Esto

14



incluye las células de Langerhans en el tejido epitelial intestinal en los ndédulos
linfoides intersticial y mucosa genital, y las células DCs que circulan. Actualmente
se piensa que las DCs asociadas con la superficie mucosa pueden representar la
primera linea de defensa contra el VIH-1 sexualmente, transportando particulas
del virus recientemente inoculado desde la entrada a o&rganos linfoides

secundarios (42;43).

Recientemente se ha informado que los DCs expresan una lecitina tipo-C
(nombrado DC-especifico ICAM-3-conectado- no integrado o DC- SIGN ) que
captura el VIH por el viridbn asociado con gp120 y transmite el virus a células —T
que expresan CD4 y co-receptor de quimiocina apropiado. Estos hallazgos
tienen implicaciones importantes para la transmision y diseminacion del VIH en
vivo y puede ser un blanco novedoso para la terapia antiviral. Virtualmente todo
lentivirus tiene la capacidad de replicarse y no proliferar, en tejido macrofagocitico
terminalmente diferenciado. A diferencia de los oncoretrovirus que requieren

mitosis; el VIH es capaz de infectar productivamente en células en G1.

El VIH-1 ocasiona la pérdida selectiva de células CD4+ e induce agotamiento del

mismo subconjunto de individuos infectados, los mecanismos responsables de

este efecto citopatico son todavia desconocidos. La muerte de células por el virus
puede ocurrir por la lisis celular o la formacion de sincicio y se asocia

frecuentemente por la expresién de glicoproteinas.

15



2.2 ESTRUCTURA DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

Las formas maduras de virion VIH son esferas icosaédricas con 72 proyecciones
formadas por las proteinas de la envoltura gp 120 y gp 41, en su interior se
encuentran dos cadenas idénticas de RNA y las enzimas asociadas, como la
transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa, empaquetadas en un centro
conico compuesto de la proteina de la capside p24 con una matriz circundante de
proteina p17, todo ello rodeado de una envoltura de membrana fosfolipidica

derivada de la célula hospedadora (Figura 1).

El genoma del VIH tiene un arreglo basico (figura 2), secuencia caracteristica de
acidos nucleicos, con secuencias terminales LTRs de unos 634 pares de bases
donde se encuentran secuencias que regulan la integracion viral dentro del

genoma hospedador, la expresion del gen viral y la replicacién viral.
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Env gp120 SU
Glicoproteina
de superficie

Env gp41 TM
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gag p17 MA
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RNA
(2 moléculas)
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Proteasa PR p9
Polimerasa RT &
RNAsa H RNH p66
Integrasa IN p32

Figura 1. Estructura del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1).

Los genes estructurales del VIH se distribuyen en sentido 5°-3" en el orden
siguiente: gen gag; codifica para proteinas del nucleo, el gen pol; codifica para la
transcriptasa inversa, integrasa y otras enzimas que se requieren para la
replicacion viral y el gen env; codifica para las glicoproteinas gp 120 y gp 41, las
cuales se requieren para la infeccion de la célula huésped. El VIH-1 incluye otros
seis genes reguladores: tat transactivador, rev se une a RNAm permitiendo que
las proteinas se produzcan en cualquier ciclo de la célula huésped, vif se
encuentra en los viriones su ausencia inhibe la sintesis de DNA proviral, nef regula
la expresion de CD4 y MHC-1 en la membrana modifica la activacion de las
células T, vpr se pega al precursor de gag; bloquea el ciclo de la célula en G,y

vpu se transcribe junto con env; mejora la expulsién del virion [revisado en (23)].
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i
Proteinas de la nucleocapside y de la matriz

Transcriptasa inversa, proteasa, integrasa y ribonucleasa

env Proteinas de la cubierta viral (gp120 y gp41) que median la unién a CD4 y al receptor de quimioquinas
y la fusion con la membrana

' vif | Potencia la infectividad de la particulas virales

' Promueve la importacion nuclear del ADN; parada del ciclo celular en G,

at:  Necesario para la elongacion de los transcritos virales
& it

i

Figura 2. Organizacion gendémica del VIH-1. Las posiciones verticales denotan
cada uno de los tres marcos de lectura que codifican para las proteinas virales.
Las terminaciones largas repetidas (LTR) contienen secuencias necesarias para el
inicio y terminacion de la transcripcion. Adaptado de Greene, W. AIDS and tha
inmune system. Copyright 1993 by Scientific American, Inc. Reservados todos los
derechos.(44)

18



2.3 CICLO DE VIDA DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA.

La infeccion por VIH comienza cuando la glucoproteina de envoltura interacciona
con el receptor CD4 de membrana que pertenece a la familia de las quimiocinas.
La particula viral comienza la infeccion usualmente en la sangre, semen u otros
fluidos de un individuo. Env es un compuesto complejo de la subunidad
transmembrana gp41 y la subunidad gp120 unidas no covalentemente, estas
subunidades se generan mediante escision proteolitica de un precursor, gp 160.
La union de la envoltura viral con la membrana de la célula diana se realiza en
varios pasos (figura 3), el primer paso es la uniéon de la subunidad gp120 vy la
molécula CD4, induciéndose un cambio conformacional promoviendo una unién
secundaria de gp120 con el co-receptor de quimiocina. Esta ultima union induce
un cambio en gp41 en la region hidrofébica y se inserta a la membrana celular

llevandose a cabo una fusion con la membrana celular y viral.

Entra el genoma viral al citoplasma, las nucleoproteinas se activan y comienza el
ciclo de reproduccion viral (figura 4). El genoma RNA viral es transcrito a doble
hebra de DNA por la transcriptasa inversa RT, que es una polimerasa de DNA
dependiente de RNA, ademas de su actividad de polimerizacién, RT tiene
actividad de endonucleasa que degrada la tira de RNA del hibrido de RNA-DNA.
El DNA sintetizado por la transcripcion inversa, forma, junto con algunas proteinas
de la capside y vpr e integrasa, un complejo de integracién que se dirige entonces

al nucleo donde ocurre la siguiente etapa en el ciclo de replicacion retroviral.
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Figura 3. Mecanismo de entrada del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
en una célula; se representan los cambios de conformacién secuenciales de gp
120 y gp 41 promueven la fusion del VIH-1 y la membrana de la célula
hospedadora.(44)

La integrasa viral entra también al nucleo y cataliza la integracion del DNA viral al
genoma de la célula huésped. Este es el mecanismo de integracion exclusivo de
los retrovirus y esencial para que las células produzcan viriones progenie. Para la
replicacion del VIH y la induccion de sus genes, se requiere de factores celulares
y virales; los factores celulares son enzimas o factores de transcripcion que son
sefales de activacion, como antigenos mitdbgenos o citocinas. La transcripcion del
VIH es compleja por la codificacién de sus proteinas reguladoras y accesorias:

Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu y Nef (44).
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Después de la activacion de VIH por los factores celulares, Tat y Rev dos
proteinas nucleares transactivadoras virales codificadas por los genes tat y rev,
respectivamente, regulan eventos transcripcionales y postranscripcionales. La
proteina Tat parece regular dos etapas de la expresion génica del VIH-1: acelera
la sintesis de los RNAs transcritos en forma completa y controla de manera
indirecta la expresion de Rev. La proteina Nef induce un estado latente de
infeccidon. Finalmente el ensamble de los viriones ocurre en varias etapas;
primero, el RNA y los productos de los genes gag y pol del VIH-1 se integran en
el citoplasma de la célula huésped, el centro del virus. Una vez ensamblado, el
centro se dirige a la superficie y sale a través de la membrana celular de donde
adquiere la membrana lipidica y se completa con los productos del gen env para
formar las proteinas principales de envoltura. El VIH-1 completamente formado,
es capaz de buscar e infectar otras células y comenzar un nuevo ciclo de

replicacion y posiblemente la induccién de muerte celular (45;46).
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célula hospedadora hasta la liberacion de un nuevo virién (44)




2.4 FENOTIPOS BIOLOGICOS DEL VIH.

Varios estudios han demostrado diferencias en las propiedades bioldgicas en los

aislados del VIH-1 como: capacidad de inducir sincicio en células MT-2,

citotropismo (tropismo por macréfagos o tropismo por linea celular T) y rango de

replicacion (rapido crecimiento o lento crecimiento en cultivo) (Tabla 2).

Co-receptor de

Fenotipo bioldgico en

Rango de

Tropismo celular

quimiocina células MT-2 replicacion en
PBMC
CXCR4 Inductor de sincicio (IS) Rapido Linfotropico
CCRS No inductor de sincicio Lento Macrofagotropico
(NO-IS)
CXCR4/CCR5 Inductor de sincicio (IS) Répido Linfotrépico /

Macrofagotropico Dual

Tabla 2. Clasificacion del VIH con base en su fenotipo bioldgico y tropismo celular.

Una de esas caracteristicas es la capacidad de formar células gigantes multi-nucleadas a

través la fusion de las células T CD4+, a dichas fusiones se les nombrd sincicio. A partir de
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la observacion de las células gigantes se iniciaron diversos estudios para entender el
mecanismo de fusion celular (47). Se ha mostrado que existen variantes de VIH-1 una de

las cuales no induce sincicio (NIS) y otra que induce sincicio (IS).

La formacion de sincicio depende de la interaccion entre la proteina de envoltura del VIH-1
gpl120 y el receptor de la célula CD4. La interaccion de la molécula gp120 con los co-
receptores identificados o y f quimiocina (CXCR4 y CCRS5).  Se conocen cepas de VHI-1
que interaccionan con el co-receptor CCR5 otra con el co-receptor CXCR4 y hay cepas
que se conocen como duales que utilizan tanto CCR5 como CXCR4, existen cepas que
también usan CCR3 y CCR2p. El tropismo del VIH-1 se relaciona con el uso de los
diferentes receptores de quimiocina, los aislados con tropismo por macréfagos utilizan
CCRS, los aislados con tropismo por las células T utilizan CXCR4 y las cepas duales tienen
tropismo por macrofagos y células T. También se sabe que los aislados macrofagotropicos
son no inductores de sincicia y los linfotropicos son inductores de sincicia (Figura 5)

(44:48-52).
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Figura 5. Clasificaciéon de VIH por su tropismo viral. Annu. Rev. Immunol. 1999;17:662.

Existen otras interacciones entre otros constituyentes celulares como LFA-1/ICAM-1, que
en estudios realizados muestran ser importantes en la formacion de sincicia para acercar un
nivel de interaccion entre gp120/CD4 (53). Sabemos que el virus en circulacion en el
cuerpo humano no es homogéneo, ya que existen cuasi-especies con caracteristicas
diferentes las cuales ya se han mencionado, dichas caracteristicas son expresadas en
diferentes etapas de la infeccion. En la infeccién temprana la poblacion es homogénea,
generalmente con tropismo por los macréfagos y variantes no inductores de sincicio;
durante el curso de la infeccion la poblacion viral predominante es la de tropismo por
células T CD4+ e inductores de sincicia. Este cambio se considera como el interruptor del

estado asintomatico al sintomatico de la enfermedad.

La emergencia de las variantes IS se relaciona con el deterioro inmunolédgico y clinico (54-
56). Se piensa que en la infeccién son inoculadas tanto virus no inductores de sincicia

como inductores de sincicia, pero, estos ultimos, son suprimidos por la respuesta inmune y
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asi las variantes monocitotropicos no inductores de sincicia son esenciales para la
persistencia de la infeccion por VIH-1 en la etapa asintomatica, funcionando como
reservorio permitiendo que el virus se disemine en todo el cuerpo. La variante inductor de
sincicia aparece en las primeros 6-18 meses después del diagnostico el SIDA. Los aislados
inductores de sincicia se presentan en aproximadamente el 50% de los pacientes con SIDA.
La aparicion de aislados inductores de sincicia durante la etapa asintomatica es asociado
con la rapida deplecion de las células T CD4+ y con una rapida progresion de la

enfermedad asi que se considera como un marcador pronostico (34;57-60).

La heterogenicidad del virus en cuanto al tropismo celular y cambio de fenotipo bioldgico
se debe al gen env, en particular la region V3 de la glicoproteina gp 120. En diversos
estudios se observa que el dominio localizado en V3 entre el aminoacido 296 y 331 del gp
120 ocurre una mutacion en la posicion 320 manifestando un cambio de fenotipo de no
inductor de sincicia a inductor de sincicia asi como la mutaciéon ocurrida en 324 se
considera como modulador del fenotipo viral incluyendo la neutralizacion del epitope,

capacidad de replicacion y fenotipo biologico (61-63).

Existen diversas lineas celulares T en las que se puede observar el fenotipo
biolégico como: H9, SupT1, C8166, PBMC y MT-2, estudios realizados han
demostrado que el cocultivo de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) con la linea celular MT-2 es sensible, especifica y que es un método
conveniente para detectar aislados inductores de sincicia (48). Las células MT-2
son una linea de células T inmortalizadas por HTLV-l y se consideran
susceptibles a la infeccion y formacién de sincicia usando los fenotipos IS y No-IS

(54). La infeccidn de las células MT-2 es acompafiada por la formacion de sincicia,
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reportandose que las variantes no inductores de sincicia no pueden replicar en
células MT-2 a diferencia de los IS, permitiendo su observaciéon microscépica, por
la presencia de células gigantes (sincicio) por la fusién de las membranas

celulares (Figura 6).

Sincicio

Células MT-2

Figura 6. Microfotografia del esayo de fenotipo bioldgico, que muestra la
formacion de Sincicio en celulas MT-2 inducidas por VHI.

En estudios realizados se observa principalmente en pacientes pediatricos que en
el fenotipo no inductor de sincicio hay replicacién viral, observandose esto por la

medicién del antigeno p24 (55;64;65).
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Durante el desarrollo de la infeccion, en cada etapa de la enfermedad presenta
diversas caracteristicas el virus como la mutacién en la regién V3 antes
mencionada que lleva a consecuencia un cambio de virus no inductor de sincicio a
un virus inductor de sincicio, pasando de una etapa asintomatica a una sintomatica
ocasionando la deplecioén de la cuenta de células CD4+ asi como la progresiéon de
la enfermedad, de ahi la importancia de que la determinacion de fenotipo

bioldgico se considere como un marcador de la progresion de la enfermedad.
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2.5 TRATAMIENTO ANTIRETROVIRAL

El objetivo primario del tratamiento de la infeccion por VHI-1 es la supresién

prolongada y sostenida de la replicacién viral. Para lograrlo se requiere que se

cumpla varios factores determinantes para la eficacia del tratamiento: tratamiento

continuo (ya que la interrupcion de la terapia antiretroviral ocasiona la pérdida de

supresion de la replicaciéon del VIH en poco tiempo), el apego del enfermo al

tratamiento y la tolerancia.

Los medicamentos disponibles en la actualidad actuan en diferentes momentos

del ciclo viral, impidiendo su replicacion. Los tres grupos de farmacos con los que

se cuenta actuan bloqueando enzimas virales importantes para su replicacion.

1.

Inhibidores de transcriptasa reversa analogos de nucledsidos actuan
impidiendo la sintesis de DNA a partir del RNA, que se lleva a cabo gracias
a la enzima transcriptasa reversa, compitiendo con los nucléosidos
naturales para unirse con la enzima. Dentro de este grupo estan la
zidovudina (ZDV, AZT), didanosina (ddl), zalcitabina(ddC), lamivudina

(3TC) y stavudina (d4T).

Los inhibidores de la transcriptasa reversa no nucléosidos son inhibidores
no competitivos de la enzima, inducen resistencia viral rapidamente. En
este grupo estan la nevirapina, lovirida y delaviridina y no estan aprobados

en México aun.
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3. Los inhibidores de proteasa son inhibidores potentes de la replicacion viral.
Actuan inhibiendo la enzima proteasa, la cual es responsable de madurar
proteinas estructurales virales y enzimas (transcriptasa reversa, integrasa y
proteasa); dentro de este grupo se encuentra el indinavir y nelfinavir. Otros,
que se encuentran en investigacion, como los inhibidores de fusion e

inhibidores de integrasa.

El tratamiento debe iniciarse antes de que ocurra dano inmunoldgico irreversible,
no hay un consenso sobre el momento preciso para iniciarlo, pero algunos
investigadores proponen iniciar cuando los datos clinicos, viroldgicos (carga viral)
o0 inmunolégicos (cT CD4+) indiquen un riesgo de inminente progresién. En
pacientes con cT CD4+ mayores de 500cel/uL no existen investigaciones que
respalden la decisidn de inicio de tratamiento si no que la decision debe ser
tomada cuidadosamente ya que el riesgo de inicio en esta etapa de la enfermedad
puede condicionar problemas relacionados con toxicidad, tolerancia, aceptacion,

costos y la induccion de resistencia a drogas en el virus.

Los efectos adversos mas importantes de estos medicamentos son: nauseas,
vomito, malestar abdominal, anemia, cefalea, fatiga, pancreatitis, hiperglucemia,
neuropatia periférica o parestesias, litiasis urinaria y anormalidades en las pruebas

de funcionamiento hepatico.
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El tratamiento con dos inhibidores de la transcriptasa reversa analogos a

nucledsidos, logra los objetivos ideales sélo en un numero limitado de pacientes y

por un tiempo mucho mas corto que lo demostrado hasta la fecha para triples

combinaciones 52 semanas. Cuando se utiliza una combinacion de 2 analogos de

nucléosidos y un inhibidor de proteasa conocido como terapia antiretroviral
altamente activa (TAVAA) se obtienen beneficios: disminucion significativa de
enfermedades oportunistas, retarda la progresion a SIDA y ha producido una
disminucién significativa de la mortalidad y un incremento considerable de la
calidad de vida. También aumenta el numero de células T CD4+. A pesar de los
resultados obtenidos con el TAVAA se observa que existen reservorios del VIH

donde el tratamiento no tiene efecto, permaneciendo latente el virus (66-71).

31



lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las caracteristicas biologicas virales continuan evolucionando durante el curso de
la infeccion del VIH-1, por lo que la interaccidén dinamica de los factores del VIH
con los del huésped es fundamental para comprender la patogénesis y del grado
de su conocimiento dependera de manera directamente proporcional la manera
de disenar estrategias terapéuticas eficientes para el control de la enfermedad. El
fenotipo bioldgico es un marcador importante en la progresion de la enfermedad,
por lo que la determinacién del mismo en las diversas etapas de la enfermedad es

importante.

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Determinar el fenotipo biologico del VIH-1 de pacientes en

diversas etapas de la infeccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar el fenotipo biologico del VHI-1 en pacientes en etapa intermedia

de la infeccion.

2) Determinar el fenotipo biolégico del VHI-1 en pacientes en etapa tardia de la

infeccion.
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VI. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se emplearon muestras de plasma y células mononucleares de sangre periférica
de pacientes del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, que acuden al
Servicio de Infectologia. Pacientes Inmunocomprometidos y que aceptaron donar

muestras, mediante carta de consentimiento informado.

Se emplearon 28 individuos que cumplieran con los siguientes criterios de

inclusion:
a) VIH positivos mediante prueba de ELISA.

b) Sin tratamiento antirretroviral previo.

c) Menos de 500 células T CD4+/uL.

Aquellos individuos que no reunieran alguno de los siguientes criterios de

exclusion:
a) Con enfermedad oportunista activa

b) Con medicamentos moduladores de la respuesta inmune (interleucinas,

interferones, talidomida).

Los pacientes que cumplieran estos requerimientos se integraron en alguno de los

dos grupos de estudio de acuerdo al siguiente criterio:

a) Etapa intermedia, menos de 500 células T CD4+/uL pero mas de 200

células T CD4+/uL.

b) Etapa tardia, menos de 200 células T CD4+/uL.
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VIL. ESPECIMENES, TECNICAS,

REACTIVOS

7.1 ESPECIM ENES REQUERIDOS:

Fotografia del laboratorio nivel Il de bioseguridad,
donde se realizan los cultivos de VIH.

A) A los pacientes se les tomaron las
siguientes muestras:

1. Sangre con EDTA para determinacion de Carga Viral en plasma, de
acuerdo al procedimiento del Instituto, Roche Cobas Amplicor (Método
Estandar, Intervalo de deteccion 400-750,000 copias RNA VIH-1).
Elaborado por personal del Laboratorio de Biologia Molecular del Servicio

de Infectologia.

2. Sangre con EDTA, para determinacion de Subpoblaciones de linfocitos
(Células T CD4+ y CD8+), mediante citometria de flujo segun método del
Instituto, Tritest Becton Dickinson. Elaborado por personal del Laboratorio

de Citometria del Servicio de Infectologia.
3. Sangre con heparina, para separacion de plasma y células mononucleares.

Las muestras de plasma con Heparina (para cultivo de VIH) y con EDTA (para
determinacién de carga viral), se congelaron a -80 °C, hasta el momento de su

uso.

B) PBMC DE DONADOR OBTENIDA DE MUESTRA BIOLOGICA: Paquete

leucocitario concentrado de donador VIH negativo de Banco de Sangre .
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C) HIV SF33 (HIV T-trépico = Control positivo).
D) HIV SF 6, (HIV M-trépico = control negativo )

E) HIV SF; ( control negativo lento, generalmente induce sincicia a los 7 dias)

7.2 SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA (PBMC) DE DONADOR

A) MUESTRA BIOLOGICA: Paquete leucocitario concentrado de donador VIH

negativo de Banco de Sangre.

B) MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS:

Tubos de polipropileno de 50 mL.
Pipetas de 10y 25 mL.
Lymphoprep (Axis-Shield)

Tubos de 1 mL.

Pipetas de Aspiracion.

Medio HBSS a 37 °C.

Gradillas

Centrifugas.

SQe "o o0 T o

C) TECNICA

1. Colocar 10 mL de Lymphoprep en 4 tubos de polipropileno de 50 mL.

2. Limpiar la entrada de la bolsa y cortar con técnica aséptica, y colocar la

sangre en 3 tubos limpios de 50 mL (aproximadamente 20-25 mL por tubo).

3. Resuspender con el mismo volumen de medio Hank (HBSS) a 37°C.
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4. Realizar el gradiente en el tubo con Lymphoprep con 30-35 mL de la sangre

diluida.
5. Centrifugar a 2000 rpm por 20 min, sin freno “brake out”.
6. Colocar 20 mL de medio HBSS a 37 °C en tubos limpios de 50 mL

7. Aspirar la capa superior (medio HBSS), y recolectar la capa de células,
cuidando de no llevarse eritrocitos, y colocarlo en los tubos con medio

HBSS.
8. Centrifugar 20 minutos a 2000 rpm.

9. Aspirar el sobrenadante, y resuspender las células con 30 mL medio HBSS

a 37 °C, y centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos.

10. Aspirar el sobrenadante, y resuspender las células con 30 mL medio HBSS

a 37 °C y contar las células. Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos.

11.Congelar de 90 a 110 x 10° PBMC en viales de 3 mL

7.3 SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE

PERIFERICA (PBMC) DE PACIENTE.
A) MUESTRA BIOLOGICA: Sangre total con anticoagulante ACD o heparina.

B) MATERIAL Y REACTIVOS:

a. Tubos de polipropileno de 50 mL.
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. Pipetas de 5, 10 y 25 mL.

c. Lymphoprep (Axis-Shield).

d. Tubos de 1 mL.

e. Pipetas de Aspiracion.

f. Medio HBSS a 37 °C.

g. Gradillas .

h. Centrifugas.

C) TECNICA:

1. Colocar la muestra del paciente en 3 tubos de 50 mL (aproximadamente 40-
45 mL por tubo).

2. Centrifugar 2000 rpm durante 20 minutos.

3. Separar 5 alicuotas de plasma y congelarlas a —80 °C.

4. Colocar 10 mL de Lymphoprep (Axis-Shield) en tubos de polipropileno de
50 mL.

5. Eliminar el plasma, y diluir la sangre con el mismo volumen de medio HBSS
a 37 °C, y realizar el gradiente con 30 mL de la sangre diluida.

6. Centrifugar a 2000 rpm por 20 min, sin freno “brake out”.

7. Colocar 20 mL de medio HBSS a 37 °C en tubos de 50 mL.
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8. Aspirar la capa superior (medio HBSS), y recolectar la capa de células,
cuidando de no llevarse eritrocitos, y colocarlo en los tubos con medio

HBSS.
9. Centrifugar 20 minutos a 2000 rpm.

10.Aspirar el sobrenadante, y resuspender las células con medio HBSS a 37

°C, y centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos.

11.Aspirar el sobrenadante, y resuspender las células con medio HBSS a 37

°C y contar las células. Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos.

12.Congelar entre 25y 30 x 10° PBMC por vial.

7.4 CONGELACION Y DESCONGELACION DE MUESTRAS

Todas las muestras de plasma y suero de pacientes deberan guardarse a -80 °C
en crioviales de 2 mL. Cada tubo debera contener: Nombre o clave del paciente,
fecha de toma de muestra, y tipo de muestra. Cada muestra debera de anotarse
en la bitdcora correspondiente. Para descongelarlas, basta colocarlas 5 minutos
en bano de agua a 37°C, y utilizarlas durante los primeros 5 minutos posteriores a
su descongelaciéon. Los sobrenadantes de cultivos, se almacenaran de la misma

forma.
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A) CONGELACION:

1.

Congelar 25-30 millones de células de paciente por criovial en volumen final
de 1.5 mL o 90-110 millones por vial de donador en 3 mL, determinar el
numero de tubos a emplear por separacion. Ejemplo: 100 x 106, usar 4

viales de 25 millones.

Calcular el volumen de medio de congelacion a emplear. Ejemplo: 4 viales x

1.5 mL= 6.0 mL de medio de congelacion.

Preparar el medio de congelacion en la siguiente forma:

a. 90% SBF (suero bovino fetal) a 4°C

b. 10 % de DMSO a T° ambiente.

c. Colocar a 4°C (reaccion exotérmica)

Realizar las mezclas con excedente, ejemplo

a. 6.3 mL de SBF (90%)

b. 0.7 mL de DMSO (10%)

Marcar los crioviales con la clave del paciente o donador, el numero de
células en el vial y la fecha de separacion, y en caso requerido, tipo de

muestra (ejem: GL, SP)

Centrifugar las células, eliminar el sobrenadante y resuspender las células

en el volumen apropiado (ejem. 6 mL)
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7.

8.

Colocar 1.5 mL en cada criovial, y colocar rapidamente en caja de unicel a

80°C (disminuir la rapidez de congelacion).

Colocar las muestras al dia siguiente en nitrégeno liquido.

B) DESCONGELACION:

1.

Retirar los tubos del tanque con nitrégeno liquido y colocarlos

inmediatamente en bafio de agua a 37°C

Colocar 10-20 mL de medio HUT por cada paciente descongelado (2-3

viales)

Tan pronto como se descongele, colocar las células en el medio y

resuspender rapidamente.

Enjuagar los viales con medio HUT para asegurar que se recolectaron

todas las células.

Lavar 3 veces con medio HUT a 37°C, contar y resuspender en medio HUT.

Dejar reposar toda la noche (o 6 horas minimo).

Lavar una vez al dia siguiente. Resuspender en el medio requerido.
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7.5 CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA
(PBMC DE DONADOR P4).

Todas las células que no requieren ser estimuladas podran cultivarse en medio
HUT a 3x10° células/mL con recambio de medio cada 3-4 dias. Si se requiere
activacion de estas células podran cultivarse en medio IL-2 al 5 6 10% con
interleucina 2 natural, y 3 ug/mL de PHA. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ purificados
se cultivan de esta misma forma, excepto cuando la técnica empleada para un

ensayo en particular indique otro método.

7.6 CULTIVO DE CELULAS MT-2

Las células MT-2 provienen de un linfoma, por lo que no requieren de un medio de
activaciéon para propagarse. Se cultivan en medio HUT a 1 x10° con recambio
diario de medio de 0.5mL, para un recambio cada 2 dias. Su crecimiento es
logaritmico, asi que al dia siguiente se espera encontrar un incremento en el
numero de células entre el 50-100%. La viabilidad esperada al cultivarlas de esta

forma debe ser mayor al 85%.

7.7 CULTIVO B DE VIH

Se requieren 3 x 10° PBMC de paciente, y células P1 (PBMC de donador sano,

estimuladas por 3 dias con PHA-L en medio IL-2 5%).
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1. Lavar las P4 3 veces con HBSS a 37 °C, a 1500 rpm por 10 minutos, y
contar las células durante el segundo lavado. Resuspender a 3 x 10°

células/ml en medio IL-2 al 5% a 37 °C.
2. Contar las células del paciente, centrifugar 10 minutos a 1500 rpm.

3. Colocar 3 x 10° PBMC del paciente en un frasco de cultivo (T-25) con 3 x

10° P1 de donador (HIV negativo) en 4 mL de medio IL-2 al 5% a 37 °C.

4. Recolectar sobrenadantes los dias 4, 7, 10, 14, 17 y 21 de cultivo,
alimentando con P1 (de donadores HIV negativos) los dias 7 y 14 del

cultivo, y medio IL-2 al 5%.

5. Centrifugar los sobrenadantes y congelar al menos 3 alicuotas, y probar la

produccion de antigeno p24 6 Transcriptasa inversa.

7.8 CULTIVO DE VIH A PARTIR DE PLASMA CON HEPARINA.

A) Objetivo: Aislar virus a partir de plasma con heparina de individuos infectados

con VIH, sin tratamiento antirretroviral.
B) Técnica:
DIA O:

1. Estimular PBMC de donador con PHA a 3 ug/mL, en medio IL-2 Al 5%, por

3 dias.
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DIA 3:

10.

11.

12.

Lavar (1500 rpm, 10 min, 30 mL de HBSS en tubo de 50 mL) 3 veces y

contar las células P4 de donador sano.

Resuspender las Py a 3 x 10° células/mL en medio IL-2 al 5%, incubar con 2
ug/mL de polibreno, durante 30 minutos a 37°C. Resuspendiendo cada 10

minutos.
Centrifugar 5 min a 1500 rpm.
Resuspender las células en medio IL-2 al 5%, a 10 x 10° células /mL.

Colocar 3 x 10° células por pozo (300 pL), en placa de 24 pozos, 3 pozos

por muestra.

Descongelar el plasma y realizar diluciones 1:2 y 1:4, y marcar la placa

como SD, 2 y 4 indicando muestra sin diluir, diluciéon 1:2 y 1:4.

Colocar 400 uL de plasma sin diluir y de cada una de las diluciones en cada

uno de los pozos marcados.
Incubar toda la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, recolectar 500 puL de sobrenadantes y desecharlos,

cuidadosamente para no recolectar células.
Transferir cada infeccién a frasco T-25 y agregar 4 mL de IL-2 al 5%.

Incubar a 37°C, 5% CO, y 85% de humedad.
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13.Recolectar 2.5 mL de sobrenadante por frasco, los dias 4, 7, 10, 14, 18 y 21
de cultivo y agregar 3.0 mL de IL-2 5%. Alimentar con 3 x 10° células los

dias 7y 14.
14.Congelar 3 alicuotas (1000-500 pL).
15.Medir Agp24 ¢ transcriptasa inversa los dias 7, 14 y 21 de cultivo.
7.9 EXPANSION VIRAL DE AISLADOS PRIMARIOS.
1. Lavar y contar 20 x 10° P4 de donador sano.

2. Resuspender las Py a 3 x 10° células /mL en medio IL-2 al 10%, con 2

ug/mL de polibreno, durante 30 minutos. Resuspendiendo cada 10 minutos.
3. Centrifugar 5 min a 1500 rpm. Contar.

4. Resuspender con el cultivo primario y agregar medio IL-2 al 10% para

obtener una concentracion de 10 x 10° células/mL.
5. Incubar 1 hr a 37 °C, resuspendiendo cada 15 minutos. Contar.

6. Resuspender a 1.5 x 10° células/mL en medio IL-2 al 10%, y colocar 1.5 mL

por pozo en placa de 24 pozos.
7. Recolectar 1.2 mL de sobrenadante por pozo, los dias 4, 7 y 10 de cultivo.

8. Medir Agp24 6 transcriptasa inversa los dias 7, 14 y 21 de la expansion.
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7.10 ENSAYO DE FENOTIPO BIOLOGICO EN CELULAS MT-2

A) Objetivo: Determinar el fenotipo biolégico de aislados primarios de VIH (no

mayor a 3 pases con PBMC.

Para evaluar el efecto citopatico de los aislados primarios, se utiliza como células
blanco a la linea celular MT-2 (viabilidad mayor a 90%). La produccién
(replicacion) de virus se mide mediante la deteccién de Agp24 o actividad de

trascriptasa inversa en los sobreneadantes.
B) Técnica:

1. Colocar 1x10° células MT-2 en medio HUT en cada pozo, en placas de 24

POZOS.

2. Inocular los pozos por duplicado con el aislado primario (500 uL con 500-

1000 TCID50 por pozo).
3. Incubar toda la noche (37°C, 5% CO3, 85% humedad).

4. Cambiar el medio cada 2 dias. Determinar Agp24 o actividad de

transcriptasa inversa en los sobrenadantes, los dias 2, 6, 8 y 10.

5. Examinar las placas diariamente a partir del dia 2 para identificar la

presencia de sincicias (efecto citopatico)

6. Usar como controles:
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a. HIV SFs33 (HIV T-tropico = Control positivo Induce sincicia en las

primeras 48-72 hrs).

b. HIV SF6, (HIV M-trépico = control negativo primario)

c. HIV SF; ( control negativo lento, generalmente induce sincicia a los 7

dias)

Criterios que definen sincicia:

Células multinucleadas, con diametro mayor

a 5 diametros del de las células normales.

7.11 ANTIGENO p-24 DEL VIH-1 DE COULTER IN VITRO DIAGNOSTICUM.
A) Introduccion:

El andlisis COULTER para antigeno p24 de HIV-1 es un inmuno-analisis
enzimatico o analisis de absorcion ligado a enzimas (ELISA) cualitativo y
cuantitativo in vitro para detectar la presencia del antigeno p24, no unido a
complejo, del virus de la inmunodeficiencia humanan tipo 1 (HIV-1) en plasma.

humano, suero humano.
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B) Fundamento:

El ensayo de COULTER para antigeno p24 del VIH-1 usa un anticuerpo
monoclonal murino contra el antigeno p24 del VIH-1 para revestir micro-pozos de
titulacion dispuestos en tiras sobre placas. El antigeno p24 del VIH-1, purificado y
proveniente de una linea de linfocitos T humanos infectados con la cepa HTLV-II B
del VIH-1 se usa como estandar de calibracion cuantitativa. El tampon de lisis
rompe las particulas de virus presentes en la muestra, y el antigeno p24 es
liberado y capturado por el anticuerpo monoclonal, después de un paso de lavado
se agrega una IlgG humana biotinilada anti-VIH-1, ésta se une al antigeno p24 del
VIH, posteriormente se agrega estreptavidina —peroxidasa de rabano que forma un
complejo con los anticuerpos biotinilados. En un paso final se agrega
tetrametilbenzidina y agua oxigenada (TMB) reaccionando con la peroxidasa

formando un color azul. La reaccion se detiene al agregar acido (CSR-1).

C) Interpretacion:

La absorbancia se mide en el espectrofotbmetro. La intensidad del color
desarrollado es directamente proporcional a la cantidad de antigeno p24 del HIV-
1, no unido a complejos, presente en el plasma, suero o medio de cultivo de
tejidos. La presencia del antigeno p24 queda indicada cualitativamente si la

absorbancia es mayor o igual al valor limite del analisis.

47



La cantidad de antigeno p24 del HIV-1 en una muestra puede determinarse

mediante la comparacion de su absorbancia con la de los estandares de

calibracion preparados con antigeno p24 purificado de VIH-1.

D) Reactivos:

1.- Microplaca de titulacion recubierta con anticuerpo contra

antigeno p24 del HIV-1

96 pozos

2.- Reactivo de antigeno p24 del HIV-1 (contiene azida de

sodio al 0.1%)

2 viales x 0.5 mL

3.- Reactivo anti-VIH-1 (humano) -biotina (biotinilado, | 1 vial
conservante timerosal al 0.2 %)

4.- Control Negativo (humano)- (negativo para antiegenos de | 6 mL
HIV-1, anti.VIH-1, anti.VIH-2, HBsAg y anti-HCV; contiene

azida de sodio al 0.1 %)

5.- SA-HRPO (estreptavidina conjugada con peroxidasa de | 0.1 mL
rabano; gentamicina al 0.01% y timerosal al 0.1%)

6.- SA-Tampon (solucion tampon Tris para SA-HRPO; | 21 mL

conservantes gentamicina al 0.01% y timerosal al 0.1 %).
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7.- Reactivo TMB (en DMSO) tetrametil benzidina en | 05 mL
dimetilsulféxido

8.- Diluyente pata TMB (con H,O,) (contiene tampdn citrato- | 21 mL
fosfato al 0.0045%, H»O, y 2-cloroacetamida al 0.1%).

9.- Tampodn de lisis (contiene tritdn X-100. EDTA dipotasico, | 4.5 mL
Tween-20; conservate timerosal al 0.05%).

10.- Tampodn de lavado (contiene solucion tampon de fosfato | 5 mL
de potasio, conc. 20X, Tween -20, y 2-cloroacetamida al

2.0%).

11.- CSR-1 (H2SO4 4 N). 1 mL
12.- Tira no recubierta 1

13.- Tapas para microplacas. 4 hojas

E) Preparacion de Reactivos:

Almacene los reactivos reconstituidos y los reactivos sin usar entre 2 y 8°C,

excepto si se indica otra temperatura.

1. Tiras de microtitulacién contra el p24 del HIV-1.

a) permita que las tiras alcancen la temperatura ambiente 15-30°C.
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b) las tiras no usadas, almacenar entre 2 y 8°C.

2. Dilucion de trabajo del tampodn de lavado:

a) Para preparar 700 mL de dilucion de trabajo del tampdn de lavado, diluya 35 mL

del tampdn de lavado 20X con 665 mL de agua destilada.

3. Reconstitucion del Reactivo de Biotina:

a) agregue 21 mL de agua al vial de reactivo de biotina.

b) invierta suavemente para mezclar el contenido.

c) si se almacena de 15-30°C es estable por 8 dias.

4. Dilucién de Trabajo de SA-HRPO:

a) prepare la dilucion de trabajo dentro de las 8 horas de uso.

b) agregue 21 uL de reactivo de SA-HRPO a 21 mL de SA tampon. Mezcle bien

antes de usar.

5. Solucién TMB-sustrato:

a) prepare la solucion 1 hora antes de usarse.
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b) agregue 21 mL del diluyente para TMB. Agregue 210 uL del reactivo TMB.

Mezcle bien antes de usar.

F) Procedimiento:

1.

Identifique el primer micropozo como el blanco de substrato.

Identifique los micropozos de control negativo, control positivo y muestras.

. Coloque el numero necesario de tiras (8 micropozos por tira).

Control Negativo: Prepare los controles negativos en triplicado en cada placa
de 96 micropozos. Coloque 200 uL de control negativo (humano) en tres

micropozos de titulacién recubiertos.

Control Positivo: Prepare los controles positivos en duplicado en cada placa.
En dos micropozos de titulacion recubiertos, coloque 200 uL de control

negativo (humano) y agregue 50 uL del reactivo de antigeno p24 del HIV-1

Muestras: Coloque con una pipeta 200 uL de muestra por duplicado.

Tampon de lisis: Agregue 20 ulL de tampodn de lisis a todos los micropozos,
excepto el blanco de substrato. Incube la placa a 37°C + 2°C durante 1 hora

+ 5 minutos.

Lavado: Realizar 5 lavados con 300 uL de la dilucion de trabajo del tampdn

de lavado.
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9. Reactivo de Biotina: Agregue 200 uL de reactivo de biotina reconstituido a
todos los micropozos, excepto el del blanco de substrato. Incube la placa a

37°C + 2°C durante 1 hora = 5 minutos.

10.Lavado: Realizar 6 lavados con 300 uL de la dilucidon de trabajo del tampdn

de lavado.

11.SA-HRPO: Agregue 200 pL de dilucion de trabajo de SA-HRPO a todos los
micropozos, excepto el del blanco de substrato. Incube la placa a 37°C + 2°C

durante 30 minutos + 2 minutos.

12.Lavado: Realizar 6 lavados con 300 uL de la dilucion de trabajo del tampdn

de lavado.

13. TMB-SUBSTRATO: Agregue 200 uL de solucion TMB-substrato a todos los
micropozos Incube la placa a temperatura ambiente (15-30°C) durante 30

minutos + 2 minutos.

14.CSR-1: Agregue 50 mL de CSR-1 a todos los micropozos.

15.Absorbancia a 450/570 nm: Dentro de 30 minutos de agregar CSR-1 a los

micropozos, determine la absorbancia a 450/5720 nm.

G) Punto de Corte:

2 X (control negativo) + 0.050 + 4 SD (control negativo)
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Donde:

2X: dos veces la media del control negativo.

0.050: constante.

4 SD: 4 veces la desviacion estandar del control negativo.

7.12 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

A) Medio HUT

1 frasco de RPMI — 1640 de 500mL

50 mL de SBF

5 mL de L-glutamina

5 mL de peniestreptomicina de 10,000 U

B) IL - 2 natural al 5%

1 frasco de RPMI — 1640 de 500mL

25mL de IL -2

50 mL de SBF

5 mL de L-glutamina

5 mL de peniestreptomicina de 10,000 U
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C) IL — 10 natural 10%

1 frasco de RPMI — 1640 de 500mL

50 mL IL -2

50 mL de SBF

5 mL de L-glutamina

5 mL de peniestreptomicina de 10,000 U

D) PBS - SBF 2%

1 frasco de PBS de 500 mL

10 mL de SBF

E) IL — 2 recombinante humana (100 U/mL)

1 frasco de 5 mL de IL-2 recombinante humana

Hacer alicuotas de 1 mL quedando a 10,000 U/mL

Resuspender 500 uL en 50 mL de medio HUT.
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F) Polibreno 2 ug/mL

a. 1 frasco de polibreno liofilizado 5 g/mL diluir en 50 mL de HBSS vy alicuotar 50

viales con un 1 mL cada uno teniendo una concentracion de 100 mg/mL.

b. Diluir una de la alicuotas de 100 mg/mL en 100 mL de HBSS quedando una
dilucion en cada alicuota de 1 mg/mL de este vial, usar 2 uL por cada mL

de medio final (concentracién 2 ug/mL)

G) PHA 3 mg/mL
1 frasco de 5 mg
Diluir en 5 mL de HBSS quedando una concentracion de 1Tmg/mL.

Usar 3 mL por cada mL de medio IL-2 (3 mg/mL)

VIIl. ANALISIS ESTADISTICO:

Se empled analisis de varianza (ANOVA) para comparar la media de los valores
de cada grupo. Cuando se observo diferencias significativas entre los grupos, la
prueba post-hoc de Fisher se emple6 para comparar pares de grupos. Se empled
la prueba de Chi cuadrada (Chiz) para comparar la prevalencia de los fenotipos
biolégicos en cada uno de los grupos. Todas las pruebas estadisticas se

realizaron usando el programa StatView.
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IX RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio a 28 pacientes VIH positivos quienes cumplian criterios
de inicio de tratamiento antirretroviral <500 células-T CD4+/ ul (Ver tabla de datos
basales), y a quienes se les tomaron muestras basales antes del inicio del
tratamiento antirretroviral. Los pacientes fueron clasificados de acuerdo a su
estadio clinico antes del inicio del tratamiento, en etapa intermedia (con 200 a 500
células-T CD4+/yl) y etapa tardia de la enfermedad (<200 células-T CD4+/ul). La
prueba de Chi? mostré que existe mayor incidencia de infecciones oportunistas en
los pacientes de etapa tardia (70%, Chi?*=13.5, p<0.0005), y debido a que el
numero de pacientes es muy pequefio se realiz6 prueba exacta de Fisher,
mostrando una p<0.0005. Es importante aclarar que no se realizé estratificacion
por enfermedad oportunista, sino que soélo se tomaron en cuenta el antecedente

de una o mas de las siguientes condiciones:
1. Candidiasis bucal (n=8).
2. Neumonia por Pneumocistis carinii (jeroveci) (PCP) (n=4).
3. Tuberculosis pulmonar (n=2) (TB).
4. Herpes zoster (n=1).

En dos casos se observo co-infeccion candidiasis con TB pulmonar, y en un caso

candidiasis-PCP
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TABLA 3: Datos basales. NS = No presenta diferencias estadisticamente

significativos. EEM = Error estandar de la media.

Etapa Etapa Y
Intermedia Tardia
N= 11 17
Edad (media +/- EEM) 27.8 +/-1.5 36.8 +/-2.1 | <0.005
Hombres (%) 11 (100 %) 14 (82 %) NS
Carga viral (media de copias RNA | 147,378 +/- | 974,758 +/- | <0.005
VIH/ml +/- Error estandar) 18,013 195,673
Células T CD4+ (células/ul) 3414 +/-21.9 |81.4+/-15.6 | <0.0001
Infecciones oportunistas previas 0 (0 %) 12 (70 %) <0.0005

La prueba T no pareada mostréo que los pacientes de etapa intermedia tuvieron

una media de edad de 27.8 afios (EEM +/- 1.5) estadisticamente menor que los

pacientes de etapa tardia con una media de 36.8 afios (EEM +/- 2.1) (p=<0.005).

No existe diferencia estadistica en cuanto a la incidencia de hombres o mujeres en

ninguno de los grupos.
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Grafico 2. Promedio de edades en pacientes por etapa de la infeccion por VIH.

*p<0.005.

Dado que los resultados de células T CD4+ fueron empleados para clasificar a los
pacientes, se observd mediante la prueba T no pareada que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. Los pacientes de etapa intermedia

presentaron un valor medio mayor (341.4 células T CD4+/ul +/- EEM 21.9) que los

pacientes de etapa tardia (81.4 células T CD4+/ul +/- EEM 15.6) (p<0.0001).
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Grafico 3. Determinacion del numero de células T CD4+ en los estadios

Intermedio y Tardio de la Infeccién por VIH. *p<0.0001.

Los pacientes de etapa tardia tenian niveles significativamente mayores de carga
viral (974,758 copias RNA/VIH-1/ml +/- EEM 195,673) que los pacientes de etapa

intermedia (147,378 copias RNA/VIH-1/ml +/- EEM 18,013) (p<0.005).
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Grafico 4. Determinacion del numero de copias de RNA de VIH en plasma, en los
estadios Intermedio y Tardio de la Infeccion por VIH. Prueba T no pareada.

*p<0.005.

Los fenotipos bioldgicos fueron determinados a partir de aislados primarios de
VIH, mediante co-cultivo con células mononucleares de sangre periférica. Estos
aislados fueron empleados para infectar células MT-2 y observados mediante
microscopia la presencia de sincicia (fusién de 5 o mas células) los cuales fueron
comparados con cultivos de VIH control SF33 (inductor de sincicia), SF, (no

inductor de sincicia) y SF1e2 (inductor lento).
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La frecuencia de fenotipos biolégicos inductor de sincicia, fue de 41% (7/17) en
etapa tardia y de 9% (1/11) en etapa intermedia (Chi’=3.37, p=0.06), lo que nos
muestra una clara tendencia a la significancia estadistica, sin embargo en niumero
de pacientes no fue suficiente. Al realizar la prueba exacta de Fisher (p=0.098),

nos mostro esta misma tendencia.

O Inductor sincicia
E Mo inductor sincicia

12

10

Numero de pacientes
(@]
1

Etapa Tardia Etapa Intermedia

Grafico 5. Frecuencia de fenotipos biolégicos por etapa de la infeccion. Chi®=3.37,

p= 0.06, Prueba exacta de Fisher= 0.098

Para tratar de encontrar si existe una relacion entre la cuenta de células T CD4+ y

la prevalencia de un fenotipo bioldgico, los pacientes se estratificaron por en tipo
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de fenotipo bioldgico, y se calculd la media en el niumero de células T CD4+ en
cada grupo. Sin embargo, no se encontré diferencias estadisticamente

significativas (n=28, p=0.2).
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Grafico 6. Promedio de células T CD4+ estratificados por fenotipo bioldgico.

n=28, p=0.2.

Al agrupar a los pacientes por fenotipo bioldgico, no se observd diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de carga viral (n=28, p=0.13).

62



1800000
1600000 1 -
1400000 -~ -

1200000 + -

1000000 - G
800000 -
600000 -

400000 +

Carga viral (copias de RNA VIH-1/ml)

200000

0 -

Inductor sincicia No inductor sincicia

Grafico 7. Promedio de carga viral (copias RNA VIH-1/ml) estratificados por

fenotipo biolégico (n=28, p=0.13).
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

Estudios previos han mostrado que la prevalencia de fenotipos bioldgicos
inductores de sincicia estan relacionados con la presencia de sintomas asociados
a SIDA (55;56), asi como su rapida evolucion. Se ha mostrado que los fenotipos
bioldgicos estan asociados al uso de los dos principales correceptores, fenotipo no
inductor de sincicia asociado a CCR5 y fenotipo inductor de sinicica asociado a
CXCR4 (59). La determinacion de los fenotipos biolégicos en células MT-2 ha sido
ampliamente utilizada (48), dado que expresan el correceptor CXCR4 en su

membrana, permitiendo el crecimiento de cepas inductoras de sincicia (64).

La clasificacion por estadios clinicos de acuerdo a su estado inmunolégico
(numero de células T CD4+) nos permite determinar la prevalencia de los
fenotipos biolégicos en cada uno de ellos. El presente trabajo muestra que existe
una diferencia entre la prevalencia de los fenotipos biolégicos en cada uno de los
estadios, que en pacientes con menos de 200 células T Cd4+/ul existe una mayor

prevalencia de fenotipo inductor de sincicia.

La diferencia de edades en los pacientes (ver tabla 3, datos basales) puede estar
explicada por el hecho de que la infeccion por VIH es de progresién lenta
(promedio 10 afos). Es posible que los pacientes en etapa tardia tengan mas
tiempo de infeccidn con respecto a los de etapa intermedia, sin embargo es dificil
de establecer dado que se desconoce la fecha exacta de infeccion en todos los

pacientes. Es importante mencionar que los fenotipos biolégicos de los pacientes
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estan mas relacionados con el estadio clinico de la infeccidn, y por lo tanto con la

cuenta de células T CD4+, que con edad de los pacientes.

La clasificacion de los pacientes de acuerdo al numero de células T CD4+, nos
permitié6 establecer una diferencia entre los grupos. La mayor prevalencia de
fenotipos inductores de sincicia en pacientes con menos de 200 células T CD4+,
esta relacionado a la evolucién de la enfermedad. Sin embargo, el nimero de
pacientes en este estudio, no es suficiente para establecer una diferencia
estadisticamente significativa, aunque la prueba de Fisher, nos muestra una clara
tendencia positiva. Es necesario incrementar el nimero de pacientes en cada uno
de los grupos, para verificar estos datos. Cuando se clasificaron a los pacientes
por fenotipo biolégico, no se observd diferencias con respecto a los niveles de
carga viral y CD4, lo cual puede estar relacionado con el bajo numero de

pacientes.
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XI. CONCLUSION

El trabajo realizado presenta una tendencia a la significancia estadistica entre la
prevalencia de los fenotipos biolégicos con respecto a las diferentes etapas de la
enfermedad; con una frecuencia mayor del fenotipo biolégico inductor de sincicia

en la etapa tardia que en la intermedia.

El estudio se continuara para ampliar el numero de poblacion y asi poder

establecer una diferencia estadisticamente significativa .
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