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REGLIMEM:

F1 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), ha tenido
un gran impacto como un problema de salud a nivel mindial. Por
desgracia, México no se ha escapado a e=ste problema, vy
actualmente se encuentra entre los patses con mayor incidencia de
casos de SIDA en el Continente Americano.

Se realizd un estudio para determinar Jlos patrones de
respuesta inmune humoral, que se presentan en pactentes de SIDA en
México, tratando de encontrar alguna relacion entre lpos tipos de
respues‘ta ohservados y el estadio clinico de los pacientes.

Para estudiar la respuesta de produccibn de anticuerpos, se
utilizaron ensayps de ELISA y de Western-blot. El ELISA empleado,
permite 1a deteccidn por geparado, de anticuerpos especfficos
contra la envoltura viral vy contra 1a nucleocipside, mientras gue
con el Western podemps analizar la produccidn de anticuerpos
contra todas las proteinas del virus. Ademds, se empled un segundo
ensavo de ELISA, el cual permite detectar los antigenos virales
en 1a muestra de suero.

En laz muestras de suero de este estudio, la respuesta de
produccidn de anticuerpos contra 1as proteinas de Ja
nucleocApside no se ohserva en todoe los pacientes, y el andlisis
de los resultados de los Western-blot indican que las protefnas
virales no reconocidas por 1o sueros ein anticuerpos contra la
nucleocdpside, son p35 y pl7.

Mo  encontramos alguna relacion entre los patrones de

respuesta ohservados y 1 estadio clinico de lo=z pacientes.
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THTRONUCCIOM:

a)lestnria
: LS absriﬁfbn del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(510A) comn un brote epidbmico grave a nivel mundial, propicid la.
mnﬁlizaclm dre la comunidad cientifica v mAdica, en la bdsgqueda
del agente causal, ast como en 1a investigacidn acerca del
tratamiento y/o prevencidn de 1a enfermedad [1 a 7).

L.as mani festaciones clinicas del SIDA; incluyen padecimientos
que se connclan asociados a deficiencias inmunoldgicas
cong#nitas, a casos de tratamientos con inmunosupresores, tomo en
el casp de pacientes de transplantes, a victimas de radiaciones
tincluyendo radioterapia) ¥ desnutricion [2 a 5,7), Los
principales padecimientos que se cbservaban en 1os enfermos eran:
Sarcoma de Kaposi, infecciones por Poeusteystis caciall,
dycebactecive  tubproulosis, M. aviup-iptracellulars, . Candida
21Rigons,._IR¥ERlasme.0ondidl, Citomegalovirus, Virus de Herpes
simple y otros tipos de infecciones oportunistas (4 a 7).

Entre Jlas euplicaciones que se trataban de dar a 1la
repentina aparicidtn de estos casos de inmunodeficiencia adquirida
[5,71, se encontraba el hecho de gue algunas infecciones virales

mweden sor asociadas a inmunodeficiencias, como la infeccidn por
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Citomrgalavipus ICMY (82,87, aunnque realments an hahla suficiente
evidencia para probar si bste era el agente gauwsal de la
inmunodeficiencia, o sl bfsta determinasha 13 infecridn por CMY
£4,53. Por etrr ladn, se {nvorA ol rfecto inmunngupresor que
producn 2] concumo de ciertac drogas {103, o el posible ecfecto
drl eoplreo de eztimul antes sevaales, crmn el nitrito de amilo, cl
cual se cecpecula. que punde provocar iamunesnpresifn. Al empleoarse
como estimulante sexual, el nitrito do amilo permite a un
individuo tener rrelaciones con mis parejss, o miz relariones enn
una misma, 1n rual 1n predigpons a2 contraer up mavor pamera de
enfermedades de transmisi tn srxnal I'd.‘l‘l'l.

Harnld ¥,  Jdafér en 1783 17, publich un trabsin op Pl cual
hi-n un b3lance drl retado en que er encnntraba 1a  epidemia, 8l
roportarse Ine primerns 1,000 casns de SIDA eon Ins Fetados
Hridos, En rste trshajn quedd clsrn que el &IDD na Ara unas
enformnidad ovefusiva dm Inc arapne e homnsexruwalne v'n
dragadicrtns, 3 que haht2 wn inrremento re3l en ta proporcién de
homnfllirne  jnfeortadne por trapefusifn sanguinea N produrtng
rannuineos rontsminadne, aef cnmn de parejse  dAe hetorngrgual rg
nue hezblan tenidn relarionre ron perennas infrrtardas, E1 herhn de
aAua =n oapreciara wn inerenontn en 1o rcarns de infercifn por
virurs deo SIDA entre 1ng pacienter heonfilicng, re eontraria 3 la
idra dn fqus ml CMY pudiera enr ») anonte ranssl, vR  que Ing
eretudine rorientrs han reveladn que ol TNY no =n transmite por
1mne produetns ranpuinene utiliradoz en el tratamiento de la

hemofilis [127.
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pr nst‘ Virus (llamadovHTLV 1), v alaunas patnlnu!as asnciadanya,

yllnfnritns. prinr(palmnntn linfomas v . leucemiag,

3 Clin&camente se habia demostrado que en los pacientes één:
‘gtbﬁ,:Bl hﬁﬁoro de linfocitos T, especialmente ell subdrupp de
cﬁ};lés ayudadoras esctaba drasticamente reducide [14].

El. hachn  de que o1 mndo de trancemizifn de la lnfeﬁcibn bor‘;
HTLﬁ-h y la tranomizidn del SIDA sea practicamente el mismo, yav
era _por. contacto sexual, o por medin de productos sanuuinéos 13
a 141, 11eeb a algunos investigadorez a estudiar 1a pozibilidad
de que. 21 HTLV-1 fuese el agente causal de la epidemia de SIDA.

Peee a que Gallo ¢ su grupo aislaron parti{cislag virales
raractprizadas como HTLV-1 de un  pacirnte con  SIDN, 5us>
resultados no les perpitieron  asegurar que &3te virus Fuera el
responsable da 1a enfermedad (15 a 177,

En 1987, Luc Montagnier y sus colaboradores del Instituto
Pastowr on Paris, reportaren =1 aislamiento de un retrovirus en
un pacriente con linfadenopatia azeciada a SIDA ILASY,  al fusl
l1lamaron LAY (por Lymphadenophaty-asenciated virug), diferente de
los HTLY deecritos por Gallo (HTL‘!.—l y 2) [13). fin  wste trabajo,
12 anrfoioaia de la pucleoncdpside del  virus aiglado se reparté
come 4o forma cilindrica, o diferencia de la forma esférica de la
Nz ens Speide del HTL ' -1, ademAs e dnmoztrar;p que 1o

coneentracitn Artima de Mo++ requerida para ) funcionamientn o
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surrng de périﬂntns ron anﬁit"hl?n*a ti

"ifus aisladn por ‘Hﬂn+agninr Y u
rn;éfihn'rru-éds crn ) ahfigéku p?aﬁﬁp
antisumrns anti~HTI.Y-1 nn rnaﬁnféﬁ‘ha
mien atgladn <iral r1n,f°1. o o

Fn 1981, en ml Ingtitnto Macions! del

oosu grapn 1mararon o1 sislamfnntn &é n;tfbjiiur aféémﬁnfé
ritepdtirng 3 lme que  describieron céhé va}i;nteé aéﬂ!oa HTL?
tonotcidns v log decinnaron ton =] Hcmhrn dn HT!.V"—‘! ’dlfarﬂnhiadns
de HTIM'—1 ++ 2 principalmente porque eztoz Nltimos nn progentan un
oferto citrpatire  mwnr marcarda). Tambifn degrribimron 1a
morfolngda eilindrica de la nacleocdp=idr caracterfstica de este
nuavo virus 18,2013,

Fete mismo grupn de investigadorrs deesarrolld un sistema
“para la produccidn rontinua  de retrovirus, por zeleccidn de una
1{nem> eolular tnlecantn a lac varfantes  altamente citopaticas de
Inz  HTLY-T [211. Una wnr pestablracida seta linea eelular, quo
) pfrmitxb 1a produceidn de irug on grandesz cantidadna ++ de manera
contipua, sn dosarrnllaron técnicag snrologicas para la deteccion
t= individunr infectador, paso muy importantr en rl control de ia

disperzidn del” jruz, pues permitin  detectar indiciduos sin
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eintnmatnlngds clinica, pero con infrerridn, 3xd comn Rl control
de 12 tranrmiridn por sennore contaminada.

Fon 13 desrripecitn de 1o virug HTLVY-TIT o LAY par Ralln v
Hnntagnier respertivaments, ast compn drel AR ‘Alde-rrlated viros)
dercritn mds  tarde por Leovy (757, nue resulto err el miemn vdrus
=n 1ng trer cases [1A,2%,247, xe volvis confusa )e nomenr)stura
de los  trahajns publircadns prr di ferentes autnres, Por elln, an
1246 e aomhrd un suhcomitd en el ComitA  Internacionsl para l1a
Homenrelatura de Yirue (ICTWU, para la unificacitn del nomhre para
»] virus de SINA. S= l1legh al acuerdn de denominar desde entonres
al HTILLY AL AV £ ARY ©nn =l nomhre da HIV-3 n virur de

inmunndeficiencia humana tipn 1 [72,75],

by Caracteristicas geprralee del viruaa

t.s flagura 1 muastra 1a mrrfningts general del! HIV-{, el cual
pertrenece al grupn de log lentivipss, dentrn de 1a familia d= los
rotrovdrus [241, Prezents una morfologls esferica con un didaetro
rromedin de 139 panbmetros, un piclen o nucleocdptide con forma
da ennn truncadn, eeon un didmetre prinecipal de 41 nanAmetroz. Su
drnsirdad de rguilibrio en gradientes de sacarnss o {gual a 1,14,
nur ps caracterf{stica de muchos otros retroviruz v posee ademds
una antima €nn actividad de  trapscriptasa rnrvarsa (TR
dopendj ente de Mg++ [13,19-211].

Estructuralments »1 virus estA fnormado por ywna envoltura

lipn-protdica, con wuna unidad de membrana de origen celular, cnn
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FEstrunturs general d=l virus ds {npropndeficisncia humans. S
mieetra 13 armbrans lipidica cnn laz plicoproteinas de enwoltura
nzociadas a ella, 1a purlebcapsides ron farma chnires  formads por
multiplez anldculaz  de p24, | dentro de ella 2 mollculas de PNA
de cadena sencilla v con und molicula de la  enzima reverso-

tranccriptasa asoriada a cada rfadena,
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T opretiinse’ if%lné'ssnﬁiad;ﬁlhuna dlucoprnfnina retracatul ar de
126 Kd]énvp;gﬁrpn}e;plai‘(qplﬁﬂt, que drterming ol tropisac e
druwe -hac\;”lpﬁiﬂléé “con ‘nl» marcador QT4 (CNAY, 2 qne peta
E pfnfbln%rp;bsﬁnfa.qrén afinidad por ol receptor de menbrana Cn4,
Vprpﬁﬁnrﬁ nn l0§—l1ﬁ;6:itn$ T4 v es rosponeable en pren medide =]
"nfvéfnrelfﬁpét{fn ';un.manxfinstan L3 ceflies con gran densidad
‘de estr recepter en su superficic  cuandn enn infectadas [27 a
%31, un3 glucoprotetna  tranemembranal de 41 Ko de peso fgpd))
que ps el sitio do anclajr 2 la membrana para la opi?0 (787,

Estae dne protetnacs er derivan de un precursor gluccoer ) ydo
de 160 ¥d de peso molecular, codificado por un marco de lecturs
ahirrto de 2.5 Vb de longi tud, que es procezado enrimdticamente v
origina las gpl20 v gpit.

D nin precurcor de S5 Vd de prso molecular se originan las
proteinas que torman la nuclencdpside de 1a  particula siral.
Medy ante 1a accito de alquna proteaca 3o corta en las protnfnas:
pt7, gue permanece aspciada a 1a cara interna de l1a merobrana
“iraly a4, nue forma la nucleocapszide o encinfrea Joe mol écul ae
de RHA del genoma del  wirus vy plS la cual es procesada
posteriormente  en p7 v p® ¥ gque al parecer interactuan
directamente con o1 RHA £34 3 371,

Nantro de  1a nueclieocdpeide e encitentran  doe moléculas de
Filh de cadena zencilla o de polaridad positiva gue consti tween ()]
qenoma del virus,

Asoryadas a las cadenag de RMA ze epcuentran mol éculas de

T, Exta proteina esti copstitulda por 2 polipéptidos, de 646 8 S




¥d dr peoso  {se puede opcontrar o en. algunoide 1ps.deis pesost

[73,3?,751, que presenta la  funcién déﬂ DﬂA¥‘p51iméras$5RNn—
dependiAnte; DHA  polimerasa DNA—dppendfﬁ;fﬁ.v'g dé‘rr{hpnu:leasa
de hibridns  NUA-RHA fribonucl easa  HY Q upq;pfotp!na de 31 Fd
ca funcitn eo 1a de lntnqrasn/nndonur)n35$ (a2l

Ndemids de las protefipnas estructurales descritas arriba, el
1iY=-1 codifica para una cerie de proteinas reguladorag esencialeg
para 1a duplicaciin viral [(41,42). De éstas ultimas se han
ecaracterizade una proteina de 15.5 ¥l de peso que  actia comn
trans—activador "tat”, activando los transcritps virales para su
traducci®n, v una proteina de 20 Kd de peco "rev", que permite
ta tranelocacitn hacia el citoplasma, del RMNA mensajero que
codifica para las protelnas estructurales. La accion de ambas
protninaes dependr de dos secuencias blanco, v regulan, de manera
positiva, 1a expresitn de proteinas estructurales del virue.

En 198%, Renke vy c¢plaboradores [BO,B1], describieron una
proteipa presente en los linfocitos de humanos infectados con las
cepas virales 111-b, HYB-2 y HYB-3 del HIV-1, 1a cual esta
formada por  1a combinacidn de un  fragmento de "env", el primer
ondbn de "tat”, y el segundo exdn de “"rev". Este producto
presenta ia actividad reguladora de las dos tiltimas protefnas.

Eviste otra protelna codificada por el gen "vié", que aunque
ne ha sido caracterizada, se sabe que determina 1a 1nFDc§ivldad
del  virus libre, va que =e ha obeervado que las partfculas
virales de cepas mutadas en oste gen no son infectantes, aungue

23 puede haber infeccidn célula-celula; eviste ademds otro gen



Orgini~anitn del genoma irals

ﬁs&k 'A .Hﬁniing rv rotahoradnres 747, dsterninaron 123
srfnnnéia’n"vlﬁnfldira provviral del HTLY-™ presente en ta Jines
;hlp}ﬂr H? agt comn la de los - ONA  crmplepentarins DAY que
reprocentan al PMA iral  ineertado en estaz mismas nAlulas,
Mediante hibridizaciones contra el DHA total de Ibs linfoeitee
tnfrrtados con LAY, ze demostro que el HAL.V-T o el LAV fahera
MIY~i}, epn el mismo wirus o wvariantes cercanamente relacionadas
rotre i [0, 21,24,75]1,

Fl grnomz del HIV-§ ffig, 2, lo constituyen dos molécul as
do RN de cadenn eppcilla gue tienea uwna lengitud de o3
I'ilobasee v presenta la disposicidn general de los retrovirus en
rue genes;  secuenciars repotidac terminales largas (LTRY wvn los
mviromos, que flangquean los genes gag-pol-env con direccidn %%a %°
fan, 43,411,

{ne (T tienen 7°0 hases {RY de Jargo; gue se  echdividen sn
las regiones U3, F v US, Presentan variars secuencias reguladoras
A la transcripeidn,  caracteristices de los gennmas de
euwcsrionter, incluvendn uwun promotor de la transeripoibn (TATA-
hnvl, unn eegttn saplifiradors fge la mizma fenhanesr),  aesf comb
12 tecuencia  recponsiva "TARPY, para 1s profeine “$at", ne decir
aquella ercuencia blaneo cobre 1a qum  acths unz protefna para

frpererr =u efecto regul adnr, cualguiora que bstn Epma £473, 441,
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Nrasntracian del’ genoma del HIV={ Gn7 & form3 ya integrada
al DA de 12 chluta hospedera, Fn 1a parte superinr del diagrama
g~ mnoctran 1ns diferentes marcns de lectura, =1 nombre de rads
aen, 3 sv pasicifn retatice reepertn del PHA iral rsquematicado

an la parts baja dr 13 fiqura.
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l'm R, “E} aen "pnl "‘ "nn una lnnqitud de 3, f\‘\‘-

difica r\ara He enzimas wira]nﬂ 1a 'ran=cripfaea Lreiprea
:'TR\ que. nvisfn ronn 2 proteinae de di ferente: tamaﬂn 'pé,\t-; PSSy
"." ufm_r!ndnnur:lﬂass integrass p3tY 74,77, citadns por 751,
TR tercer gen  de protetnas retencturaleg, ron - 2,708 N
rodifics para - 13F proteinss de 1n epualtura vdraly  gplén
’.[‘r‘?l’,t'r'sr;-r\ ar12n  fprotelns oviramephranald ¢« gpal fprotefnpa
tranemephranaly v ne esquida por o1 LTR ARl ovtremn 37 (43,441,

Fn 12 regidn rentral odel genoma del HIY-1 en epncuentran
varins marcne de lectura para loe genec raguladnres. E1 gen “vif"
aque rodi fica para un3  prateina de 21, Fd pero riayva funrién sn
desronoce, Eviste un maren de lectura para o1 gepe "vpr' cuvn
produrtn protefpice po em ha deserito 147,443,775,

f.ag protelnas reguladoras ™at® v "rew" con rodificadas por
un miemn segmento del genoma viral, pero en diferentee mareos de
lrctura, y eon grenes  franmentados, cuvne  srgundos evonessE sf
sohrelapan £an unx regibn del ngon “enu®,

Aun ruandn nn e copace ocnn Avactitud 1a manera en que
artuan “retas protefnas, e~ cabhe gue "tat* neopceita de una
Fecusncia responsiva THF que =2 spouentra en 21 LTR. Algunng

retudine  demestraren ona interarcitn direrts eatee YEat® wogu



EchlPA?%té. Er{;pnnsi véz 'alnwn.l:[dpj Prlﬁ—‘[:"'B]V an. ’étrrgo Latn Laspiay
nﬂl>>l’f'7‘l,‘r=‘ﬁ Eneé‘/né"l;l v;/i:t.:ru": lnrrné'c;nira.r'nr\‘:".ﬁu;: lva‘ nsfrltlctllra )
terciarja” de o TAR "a' ni-.'nl' dej' Dtv\lé\ CE 1‘mnortanf;e: para un.a'

“interaccidn con-"tat", o eugieren. que pubde incrementar el infcio
de 1a transcripcidn v ectabilizar o1 alargamiento, evitando la
terminacidbn temprapa del transerito [74 a2 78],

Al 1gual gue para "tat”, se ha encontrado que "rov" actda a
nivel del nliclen cplular [78], Para la actividad de esta protefna
.62 necesita de una secuencia responsiva (RRE)  la tual  srn
epcuentra dentro del gen “env®.

El anAlis=ig de la localizacion de los mRMA que presentan la
securncia RRE, en ausencia o presencia de "rev" ha demostrado que
"rev” actua  come regulador del transporte hacia el citoplasma de
los mRMN para proteinas estructuralez, avngue sep  especula que
ademids de la cecuencia responsiva, s pecesario Qque reconorca
eitioe de procesamiento o edicidbn del RNA  (splicing) para gue
fupcione £79)].

Recientemente se ha descrito  la protetna "tev" de 28 ¢¥d de
peso la cual es reconncida por  anticuerpos monoespeclificos tanto
para "tat" como para ‘“rev” [BOl. La spcuencia de dicha proteina
muestra que cestd construida a partir del primer exdn de “tat®,
una parte de “env” y el segundo oxdn de "rev®,

Esta protelna muestra actividad funcional tanto de. "tat’,
comn de "repv” y se ha encontrade en cbhlulas infectadas con lasg

cepas I11b, HYR? y HYRI del HIV-1 [80]. Evisten ademds otras dos
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protafnae ruys i Funei én se”desconoce, 1as cuales han sidol1lapadas

"nnr"'y-ﬂvpuﬁ £A3401."

. .‘-1’\‘ f‘ir]nrjn Auplicacion virals :

él cirlo de dupliracita del HIY-1 en un indivtdud tfig 3)}
fdomknﬁra. con la entrada de particulas virales -al tcrrahfﬁ*
i éénqulnnm, en donde ericte la posibilidad de que la partfcula :
virica encuentre una ctlula susceptible de ser infectada,
Madiante 12 interaccitn de 1a protefina de 1a envolturaviral
gpi?0 y el receptor celular CD4 (31,32,523, &1 virus vy la chida
hospedera quedan en contacto estrecho.

A partir de psta interaccidn, v toun ie pairticipacinn de
otros factores no bien caracterizados, las membranas de 1a célula
y el virus se fusionan vy de este manera penetra l1a nuclepcdpside
viral al citoplacsma de su hosprdero [331.

Una vexr pn el citoplacsma, la nucleocadpside se desintegra vy
son liberadeos el RMA vy 1a entima TR, Despudes de una seric de
procesos entre  los cuales destaca la unidn de un tRNA-Lys como
“primer” p sitio de inicio para 1a le:meriza:xﬁn, a uno de los
estremps del  genoma del virus y la duplicacion de ambos edtremos
del RMA para completar la estructura UX-A-US de los LTR [52], se
inicia la sintesis de DNA por 1la TR que toma como melde el RNA
grndmicn viral; a reto sigue la degradacidn de la hebra de RHA
del hibridn  DHA-RHN mediante la actividad RMAsa H de la misma

enzima, la duplicacitn de la cadena de DMA y 1a integracion del
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El ctleles de produccién de partfculas virales desde la
interaccitn de virus libre con wna célula susceptible; 1la
integracita del genoma viral al DMA  drl hospedero; las vias de
suprezibn drl gepnoma viral v la gemacidn  de particulas recién
sintetizadas a partir de la membrana plasmitica de la célula ya

infectada (hasado en Bryan vy YMarner [71D) .



Cproviris en eL  genoha - del hnspndern

“integrasa (pI1); que tammhn esta codificad

:[ﬁ?,qalﬂ la: c&lula qunda ac{ permanantempnte lnfectada 22 c n‘ef
»virus 1ntnqradn en forma latente. ' o »
Paspiids de un periodo variable en el cual el virus intpqradn
permanece latente en §a cdlula  ipfectada, el qenoma  viral
comirnza 3 exwpresarse, transcribiendo y traduciendo 1os genes
tanto estructurales como reguladores. Se cree que esta expresidn
»s provocada por algtn estimilo antigénico sobre la célula, gue
en condiciones normales desencadena la sintesis de RMA celular,
pero en  c&lwlas infectadas, ésta sintesis es principalmente de
KMA viral, utiliczande ia wmaguinaria enzimidtica celular para la
transcripribn,

Al parecer la expresidn temprana de los genes virales
decemboca o la sinteeig de las protefnas reguladoraz [711. Se
han encontradn una gran variedad de mRMNs  producidos  por
prorercamients de tranzcritos de casi la totalidad del genoma
viral, dr los cuales sp originan loe mensajoros para las
di fereptes protefnas  reguladeras. £1 andlisie de los diferentes
mensajeros para estas protelnas, ha revelado hasta 9 diferentes
tronscritos para 1a produccibn de las proteinas “tat¥, "rev', y
"arf" (tres para cada protelnal, aunque el signifjcade fuprional
de ¢llo aun no =2 ceonoee [78,80,811.

En 1la peupresidn tardia del virues se producen las protefnaz
estructurales, De un transcrito viral de casi la longitud total

drel pravirus, se sintetiza el precursor de las proteinas de
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envol tura, qup es ‘élic@siladnbéren'iélk apérato mde"Gnlqi v

pnstprinrmvnte cortadu eﬁ,rlas Vunidades qpl?o ¥ gpﬂl. Estas

proteinas. se intpqran en la mambrana de la :e]ula inFP:tada.

De un seuundo transcritu‘ytralwq ‘kfncluyn los qenes gaq" ¥
Hpnl".'srjéiﬁtetiéhﬁ=las prDteiHas~dn ja nu:lencépslde. ‘as! coimn
las en:imairvifales [38.54;55]. Esté‘trénscfito‘vfral es
féadu:ido ‘como - un precursor de 180 Kd .de peso,-e]l cudl se une en
,up‘nutrnmora la membrana celular. .

Mientras el precursor permanece anclado a  la membrana,
parece madurar una proteasa codifirada por este mismo marco de
iprtura, entre las reqgiones 3'de “"gag® vy 5 de "pol"® I546), la
cual permite su propio procesamiento (autocatdlisis) agd como el
de las diferentes proteinas de la nucleocdpside. Ello determina
la maduracidn de las proteinas pl? que gqueda unida a la membrana,
la p29 que forma la capside de)l virus v la ruptura de piS en p7 vy
p? qgue se aspcian a dos mpoléculas de RHA de 9.3 +b que son
acarreadas hacia la nuclepocdpzide en formacidn,

Conforme madura la nucleocdpside se wa construyendo una
nueva particula viral, la cual es liberada por exoritosis, asi sp
pupde transmitir la infeccidn a otras c2lulae {41,42,44,751,

ta interaccitn célila-chlula es una forma alterpativa de
transmisibn de 1a infeccidn; Msta consicste en la interaccidn de
chjulas  infectadas, aue estan  expresando las proteinas  de
envoitura del virus, con células no infectadacs, mediante Pl mismo
proceso de reconocimiento entre la gpl20 viral y el receoptor CDA.

De esta manera ambas  eplulac quedan en condicipnes de formar
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rﬂﬁnt5= cifnp\i=m1rn= in aue pprmifn F) pasn‘ dPl’.ﬁNh‘4§‘]aé'
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i uhqrupc= dn \infncitn=1 2
:fttu{mé Eﬁn 'nnnptnrina e e-"mifrnnloh"lina
niﬁnlﬂe dr -g\mhﬁlina;, hqmng\ohins o p!anue@n;,
endimentseidn dAn sritrocitne o algunas otrns’pargmﬂtrnz, asngue
ninquan parece cer ol definitivn v on nstudiéé cflinicne en busca
determnar  v2rips de rllne que  +on combinacibn puedan aparter
moanree datos sohre las condiciones del epfermo [S7-571,

Ntroe pardmetrne que han €ido estudi ados v que  prometen dar
mejorne reasultados para sw epplen comn marcadores prondstice zon

_la preeencia de anticuerpos orprcificos contra lac diferentes
protetnas saralee, acsl como 1a preeencia de  antigenn vira
circul ante en £l suern de los pacientes [581,

Fn ta fioura 4 e mpurstra una grafica hipotetica nue trata
de rrlacionar 1a pregencia del antfoeno circulante, v Ins niveles

de anticunrpos eepactfirne rontra la nuclencipeidr v contra Ja
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fur-a tefrica que muestra la eunlucidn de 1a presencia de
antinenn * dr anticuerpos econtra la enveltura v contrs la

.neclrpndpside iral gonfrrme progress 1a infeccidn,
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envoltira viral ‘conforme evoliciona el paﬁiente desde el momenta 
de o infebcion. :

Fatr di agrama deceribe de manera breve tres fases en la
histeria natural de la enfermedad:

En la primera, que algunos auvteree llaman infrccidn aguda,
1a cual comprende desde ¢l momento de 1a infeccidn, hazta la
seroconversibn del  individuo v que dura generalmente entre 6 vy B
semanas, se puede determinar la presencia de antigeno antes de
que spa posible 1a deteccitn de anticuerpos, como evidencia
serolédgica de la infeccidn [00-2%,4%-44,52). 8in embargo, Ranki vy
tolaboraderes [45], establecteron que puede existir un periodo de
hasta 1B meses durante el tual no es poeible la deteceidn de
antigeno circulante, ni de anticuerpos contra lac proteinas
estructurales del  virus, aunque i la de anticuerpos contra los
productos de los genes "vpu" y "nef" (461,

€n la segunda fase, denominada infeccidn  latente, que puede
durar desde unos mesez hasta varios afos (de 3 a {0 o tal vez
mis), los npiveles de antigeno circulante disminuyen basta
desaparecer totalmente v en tambio la presencia de anticuerpos
anti~HIY <epn la evidencia s=eroldgica de la infeccién. Los
trahajos de Min-3i Chou vy colaboradores {471, asi como de otros
autores indican que los primeros anticuverpos en producirse son
rontra fa envoltura viral, ademds de que es posible detectar la
producesl bn de anticuerpos contra otras protefnas virales (4431,

En trabajos realitados sobre muestras de pacientes en

Eztadne Unidos, se a reportado que los niveles de anticusrpos



.‘21i
;eontra la nﬁcléncépsidw viral son mu ~levados [:) 1usbindibid§§s
asinﬁométicns v ep congidera que el incremento-de  loc ntuo)ésjdp
antiqnnn circulante, acompafiadao de una dieminucidn en los nivieles
de anticusrpos tontra la npuclteocipside marca Ia’trane(cian del
perindn . da  infeccidn latente al  de infeccidn sistémica (4R a
51,5% a 567, que es 1a tercers fase de la enfermedad ~ incluye a
Inz parientes rop cintomatolnofs de complejo relarcionado a SINA

{CPAY v a enfermos de= SIDA,

fY Clasificacidn de la infeccidn por HIV-3

Pado =1 espectro tap amplip de  1as manifestaciones clinicas
drl SIPA, ademdc del ripido crecimiento nn el conorimiento del
virus v de la epfermedad, =e¢ hito npecesario el estahlecer un
eiztema de clacificacion de loc diferentrs ectadfos clfinicos,

Ern 1a tahla I se hace una comparacihn sntre las divisionns
que hace a} eictema dr clazificacidn propursto por 1ns Centros de
Control de Enfermedades (COCY, principalmente por ra2ones de
pnlftics de calud pablica, planracidn de  actividades de rontrol-—
provencidn, reporte de rasog v estudios  epidemioldgicos, y sus
equivalenciac con rl ristema propueceto por el centro hocpitalartio
Walter Fred e Mashinaton, Estados Unidos, dicefado

principalmente para ectudipe clinicoe e investigacidn,
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nrepeci ficadas para SIDA Anerala total,
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tentes
Otras enfermedades por LIR-4 T4 <100 cel/mm3

infercifnrs,
Cancerees sacundarios
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Infrceionre eroni-—

cas o diseminadas
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£l propozito gel presente -trabajo. Fud el de estudiar la

respuesta de protductidn de anticuesrpos  contra las diferentes
proteinas viralre, pPn dne grupos  de pacientes mecicanos. R
primer grupo  incluvh 2 parientes con sintomas tempranos de la
tnfncecidn, que raen dontro de Ine eetadios W2 g 4 de este
sietema de clasificacisn, v ol esgunda, a3 pacientrs con sintomas
avantados, v que caen dentrp de los estadios WR-5 o &, Ademds ce
tatontd encontrar upa relacidn entre los  patropes de recpuesta

nhgervades v e} pstadio elfnico de Int parienteg,
NBRIET YOS

t* nbjetivo genersi:
Coptribuir a 1a caracterizacitn de 1la epidemia dg.slhh e la

poblacibn mevicana.

2% Ohjietivns esperificos:
Meterninar tos  patrones de  regpuesta inmune humoral de

pacienters mericanns ante Ips diferentes antigenos del Hiv-l.

Eatablecer si eviste uns relacidn entre los patrones do
" respupsta oberrvados v @) estadio en que R gncuentra el

parisnte,



MATERIALES ¥ MFTODOS:

a) Feactivoo:

Detrccifn  de  anticuerpos totales c©on AL ensavo “Ahbott
recombinant HIV-1 EIA®, laboratorios Abbott, Chicago,- I1linois.

Cada Pnesve contienes
~Egferas de pnliestirenn recubiertas de antigenos de la envoltura
v de 1a nucleocipeide, del HIU-L,
~Suero tecstiqo poritivo, con antibidticos.
-Suero tectigo negative, con antibibdticoc.
~-Conjugado entimaticoy anticuerpos de cabra anti IgR humana (0.0}
Ju/mliy, con perovidasa de rébanpoc en  amortiguador tris con
antibinticnes,
~Amortinuador diluweente del conjugado, con sunros hovino ; ae
cahra, v antihifdticoe fcomponzicidn nn eepetificadal.
~Amortinuador diluyente de muoctras (composicidn no
ecpeci ficada), con sueros bovine v de cabra, v antibidticos,
~Tabletas (12.8 mg/tableta) de Orto-fentlendiamina (OFD),
-Amortiguador de diluciédn de neng tcitratos s+ Fosfatos,
conchptracifn no especificada), con 0,02 % de perovido de
hidrogenao,

Peteccidn de anticuerpos epspecificoe contra leas proteinas de
1a envoltura v eobhtra las de la nucleocipeide, ¢nn el ensdave
"Ahbptt FHYA/CORF HIV-1 EIA"™  (laboratorios Abbott, Chicago,

Nlinpic,



El ensavn*:nntiené:

~Fefrras da poliecstirenc rncubisrtés de anttg?nné*de_la'Qnyoltura\

drl HIY=1
—stéraé de po]ieétirenn recubiertas * deo aﬁtfqéhbﬁ .f&eryia
nucleordpeide el HIV-1, i ERRE '
-Supro tectign positivo, con antibidticos,

~Quero tnetign negative, can antibidticoe.

-Conjugado enzimiticoy anticuerpos humanos contra la envoltura
viral (0.0! pg/mlY, con perosidasa de rsbano, en amortiguador
HEPES con antibiaticocs,

-Conjuqadao AnzimaAticog anticuerpos humanos contra la
nuclencipside viral .01 ug/ml), ron peroridasa  de rdbano, an
amartiquatior HEPES con antibitticos.

-Amortiquador diluvente de muestrag; citratn ehdicao
(conesntracidn no eospreci ficada), con antibidticos.

-Tahletas ¢12,R mo/tableta) de Orto-fenilendiamina (OPM),
~Amortigquador de dilucidn de oPng tritratos v Fosfatos,
concrntracitn nn  egpeeificada), <on 0,02 % de perGdido de

hidridgenn,

betaccidn de antigenos de]  HIV-1, rcon ~1  enzavn: “Abhntt.
HTI$-111 Antigen El1A", (LSbcratorios Abbott, Chicago, [1linpist.
E} mneavo eontieno:
-Faferas de poliestireno recubiertas de anticuerpos humanos anti-~

HIv-1.



-Anticuerpos de  tonejo anti- . HIY-1 (0.1 ‘uasmly, con

sodio 0.1 4L
: —Cunjﬁgaﬂn én:fmético fAs anticuerpos
~Amortiguador diluyente de muestras
1Ny, con avida dr eodio (O, %),
—ﬁunstra teetingo positivo, antigenos
LLATS AN
~Tabletas de OPD.
~Amortiquadnr de dilucién de OPN.
Deteccifn de anticuerpos eepncificus‘4hor

material necesario es el riguiente:

=Tirac dn paprl de mtroceiulosa trancsferidas. con insfantfgeﬁés
drl HIV-1. U i "', G
—-Amortiquador fPRRY, Se prepara una eoluciédn f10n) . 0, 01H de
fosfata da sofio dibAsico v 0O.15M de NaCl. Se diluve a.lx la
cantidad a emplear, con agua destilada v se ajusta el pH a 7.0
~£rn una solucidn de fosfato monohdsico O.NIM o Naltl 0, 15M,
-AmDrtiguador de lavado: tween-20 al 0,2% en PRS,

=Amartignador de dilucidn de muestras: albdOmina hovina cérica al
1Y en amortiguador dn lavado.

~Antivuerpos do bnvino biotinilados, anti-Iqfi humana

tlaberatorios Amersham, Gran Aretafhal,

~Camplejo de peroxidacy  de riabann, enn bintina;ﬁstrnptoay dina:

(laboratorios Amersham, Gran Rrotafs),
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Western Blot
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rffnq SURros 7de 546 pacientesz de. SIDA fudron éﬁa;i:adng para
detorminar 1a presencia  de  anticuerpos  anti-HIY, ast ‘como de
antigenosz “irales,

N retas muesztras, 49 con la muecstra hasal de pacinptre con
linfadenopatia generalizada persistente, que han sido incluidos
anoun protocolo drn invecstigacidn para  determinar el efecto del
medicamento antiviral Ribavirina (52 a 474, con pacientes de STDA,
Treinta 3 tree de ellas corresponden A parienters tratadns on ol

Hospital Wiversitario de Guadalajara v 5 =op de pacicntes de)

Hospital 70 de toviembre drl 1S5STF.
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: Se utilizaron ™ como testiqc"noqatﬁVDs.:suéPo! de i ndisviduos
sanos negativps a la preéencia de shttcuerpn% Tanti—HIV-1, asd
comn al  antigeno dral, + como teetigo positiveos, sueros de
individune asintomdticos con titulps elevados de anticuerpos
contra la nucleocdp=ide ¢ contra la envoltura viral, excepto para
el mneayn dp detecciten de antigenn, ya que en este caso, BP
empiraron las murstras testigo del enrayo correspondiente, las
cnales contienrn antigenos  wirales produtidos por  cultivp de
ckiulas infoctadas.

Se emplearon 3 tipns  de ensayes de ELISA, realizandolns
seghn las condicionks  seffaladas por el fabrirante y con losg
reactivos proporcionados por 21 mismo,

€1 principio tedrico de ecstos ensavos e baza en tener up
soportr inerte, en eete caso esferas de poliestireno, recubiertas

con log antigenos del HIV-i.
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Las esferas e incuban con una  muestra de  suero diluvida en
uwn  amortiguador adecuado, para efectuar una reaccion antfgeno-
.anticuerpn en casp de que {a muestra cea positiva. S .ha ocurrido
dirha reaceidn, Acszta er hace evidente al incubar nuevamante, con
un conjugado entimdtico de anticnerpos  contra inmunoglobulinas
humanas, a loz cuales se les ha acoplado la enzima peroxidasa de
rabono, con biotina v ahadiende un sustrato cromdgenc para la
Apzima.
La reaccidn cromdaena =e  puede  analivar por térnicas de
espectrofotometria, v dependiendo de 1ns valores de absorbancia
de lagr  muestras tectigo, positivas y negativas, se pstablece un

rriterin que define €i una muestra sz positiva o negativa.

dy Ensavo de anticuerpos totalexs por ELIGA.

Fomo ensavo preliminar, &0 todas las auecstras se determind
1a presencia de anticuerpos tetales anti-HIV-1, para discriminar
antre posibles mupetrac que fueran negativas. Se empled »] encayo
comerciali: "Abbott recombinant HIV—-1 EIA" {Lahoratorios pbhott,
rhicagn, l1linoic),

Motodo:
Frimera incubacidn:
-7p pipntean 10 microlitros de 1a muestra de suern dentro  de una
cavidad de 1a placa de reaccibn, (como control! de calidad re lo=s
reactivos del encayo, el testigo negativo se corre  por
triplicade v o1 positive por duplicado, =engun recomendacionec

del fabricanted,



~Sm aNarden 400 mpicrolitros de amortiguador diluyente de muestra a
cada noéa (vbr‘reattivus).

- =Sn anrrga una rsfera de nnllnstirpnn’recubigrtaidg»ﬁnt(qeﬁ&e de
eavoltura v de 1a nucleocipside del :Hi"4l 'dzééaa‘fphz; dela
placa de reaccibn, ce cubre la . placa =nn -un pab#f aahnsiyﬁ vge
aqita para deshacer burbujas de airse, @ :

-%» incuba la placa de reaccidn a 40" +/-. 2 *C por .30 /- 2

minutoe.,

-%a remueve 21 papel adhesivo v =@ aspira el lfgueido de cada poto
en uns trampa de vatlo con un detinfectante adecuado, <omo Resnzal
concentrado.

—@n lava cada esfera I veces con 4 a & ml de anya desionizada

caga ver. En este rasp se utilizd el siztema de lavado

Aautomitico Pentawash, gue emplea una homba Rast para suministro
de la solucidn de lavado v una homba Gorman-Rupp para

acpiracifén, de los Laboratorios Abbott, (Chicage, Tllinoic).

Smgunda {ncubacisn:
~Sn aNaden 200 microlitrocs del conjugade enzimdtico dilufdo fveor
reactivos), en cada pozo que contiene una ecsfera,
=8¢ cubre con un nuevs papel adheeivo v ze remusven  las burbujas
de ayre atrapadag,
~8e incuba a A0°4 /-2 'C por 30 47— 2 minutos,
=Se retira el pape! adhesivo v =e aspira el liquido,

-Cada esfera se lava por tres wveces con 4 a 6 ml de agua



)

dﬂsinnitadarféh _e{' Pentauach Cyml ercosn deoajus. deaadn es

3spirado, < 7

Nesarrollo-del color:

-Las  eefrras e trapsfieren @ tubos  de epsayn  debidamente

ntiquatadne,

-3p pipetean 300 microlitros de una solucidn de OFD (2.5 ag/mly,

que contiene prrteide de hidrégeno @ cada fabo con uwna estera,

asi romo

- tubos arine, para Ia ralihracieén drt

cepectrofottantro (hlancns de sustrato).

-&n incukan a temperatura ambiente (20 +/- & ) por 04— D

minutos

nn nbscuridad para fque srp efectue la reaccion

enTimatica,

-3¢ detiene o) drzarrnllo del eolpe a1l afadir 1 ml ‘de Acido

sulffirice 1 I

Lertura do los resul tadoss

-Sp malibra a ceros el Anslirador  Ouantum 11, empleando uno de

los tubos con hlancoe dr sustrato,

-Sp determina 1a absorbancia de lor  sueros testign, positivos v

negativong, a 422 nandmetros v s calrula €] valor de corie que

define s1 una muestra es poeitiva o negativa. Este valor se

abtiene con 1a  formulas

Le =

le =

tH =

cp -

CH + 0.1 (TFY on donde:
linea de cnrte
Deonzidad tptica (MY proamedio de Ine controlee negativos

00 promedia de 1D controles ppsitivos
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-Se determina la absorbancia de las muestras.
-Lng wvalores de NO obtenidos en el encayo c¢e tabularon para cu

analistie pocterior.

e} Prusba de deteccihn de antfgenns

LLa deteccibn de  antfiqgenos del HIV-! se llevéd a cabo por
medio de el ensavo inmunoentimdtico tipa “eandwich”: “Abbott
HfL‘i—lII Antiqen EIA" producido por Labotatorios aAbbott, Chicago,
1linots.
Metordo:

Primera incubacion:
~8e Pipetran 20 micreolitros dn amortiguador diluvente de muestrac
en 1os po:os de una placa de rescecibn.
~G& aladepn 200 micro)itroe de cuero tecstigo o de muecstra problema
{el testige positivo se corre por triplicado v el negativo por
duplicado) a cada cavidad de la placa.
=-Sp agrega  una esfera recubierta con  anticuerpos humanos anti-
HIYV-1, al fondo de cada cavidad que contiene una muestra de
suero,
=8e cubre con un  papel adheesivo v =& eliminan lac burbujas de
aire atrapadas, agitando suavemente 13 placa.
~8 incuba la placa a temporatura ambiente (20°+¢/- 5 *) durante
16-20 horas.
~8p  retira el papal adhesivo v se as=pira el lfquido de las
cavidates en una trampa de vacio conectada a un recipiente con

dezinfoctante (Benzald,
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-Cada “esfera : pe 1avada Vtr'_es' veceps - gono4 & & .mbl dRoagua

deskon!:ada._ i

-Sn is_l»@fnt 3 11auidn ‘de'1a’ ‘plaea de

“aire 'ati'apadas.

- -8r ineubaias

~36-di tribuyen: 200 mlcrolitro
cabrays anti-1g6 do cdnejnf;on p
(ver reactivos).,

-Se cubre con papel

atrapadas. - .
“%n fncuba a 40%4/=2 °C durante 2 horas +/= 10 minutos:
~&n retira ot papel  adhezive vy gp Qspira- ‘9‘1 f‘rl:‘lnlu‘;:in de'las
cavidades on 1a trampa de waclo. : ‘

-Ge repite 21 procrse de lavado.



x4

~Se eiinina éi e

’léfplapa>de'reaccihn. K

&él color:

Desarrol

—Las_,ﬂsf;ra ,séﬁ, gréné?;ffdas ‘a’ tuboe . de:ensavo dpbidameﬂée
identd ficados. - o
“-Ge pipetean 300 micrelitros de solucidn de OPD 2.5 ma/ml),
rr;ctba [iroparada a rada tubo que rontiene una . Pefera, v a dqs
tubos vaclncs para 1a calipracidn del pnalizador Quantum. -
~Ge incuba a temperatura amhiente (20*+/- 5 *CY duranté 20492
minttos en la obscuridad,

~Se agrega 1| ml de Arido sulfdrico 1 N a cada tubo incluvendo lo=

‘blancos de sustrate,

Lectura de los regul tados.
-5 calibra el apalizador Guantum a ceros, eppleando un blanco de
sustrato
~Qn  determina la abzorbancia de los teetigoz positivos v
negativos a 492 nandmetroe v =p calcula la linea de corte con 1a
fFohrmed oz

Le = N + 0,05 en dondee

Lc = linea de corte

TH = PO promrdin de 1oz controles neagatives
~Se dntermini la abcorbancia de las muestras.
-Les  veleres de NN obtenidez se  tabulan para su  andlisis

postorior.



£3 ﬁ;tééciﬂﬁ'de'anticuarnns espeaf ficos ENVAZCORE
Psr§1]a--dete:ccihn de - anticuerpos especificos -contra la

envultnis'v,‘cnntra 1a nucleccipside del HIV-1, por separades, cse
‘utiliasiel ensavo inmunp-enrimdtico de tipon compptitivoy “Abbott

‘Ean)can HIV=1 E1A" de Laboratorios Abbott, Chicago, IllinDis.

Héfn&a;

Proparacidn de la placa de reaccidn ENVA:
~Sp  dictribuyen 20 mitrolitros de amortiguador diluyvente de
VmUFstras Pn las cavidades de la placa de rraccidn.
-Ge pipetean 50 microlitros de suero problema o de suers. control
fa) control nepativo se corre por triplicadeo v el positivo por
duplicadny,
«Ca dictripuven 200G microlitroe de la dilucidn del conjunado
epzTimdtico de anticuerpos  humanns  anti-env, con peroxidasa de
riabano fuer reactivos).
-Sp agrega vha esfera recublierta con antigenns de  eavoltura del
HIV-1 a cada poro aue contenga una muestra de supro o un contro),
=Re cubre rcon un papel adhesivo.
-G eliminan las burbuias atrapadas 3] golpear suavemente Ia

placa de reaccidp,

Preparacitn de 15 placa de reaccidn DOR:
-Ge dicstribuven 20 microlitros de difuvventes de muestras en el

fondo de Jas cavidedns g 1a placa.



uSr.‘ aurc‘uan 5(' mirralitrns dt:l sunro problem elmrctf:or.-tjljnl'

~Ge afteden 2
“ dn"antiruerp .

: :pn'n de Ia pla:a,

-.-ﬁ aqreﬂa cux dadoeamente una- esfe

viavnment gt

la:placa de rt-:_'\__cl:itn.

Incubaci ta: )
-Las placas de reaccibn de  ambos  Eistemas -Ee incuban ‘ a
temperatura amhiente durante 1B a 7’2‘2 hura.s.: )
-%e retira ol papel! adheosivo, y se_"'a;p_iram el “liquido de 1las

tavidatdes en uni trampa  de vacio | qLie ‘contiene: un-desinfectante.

adecuado (Benzal)d.

-Sn lava cada psfera con agua; ﬂesi'ﬁhi*adﬁ f.rés‘\'nces con 4 a & nﬂ

de agua cada ve-.

-%n elimina R} orceso des superficie.y de las
cavidades de 1a placa por asp : .

a:tubps:

-l.ar  esfrras se tranaﬂnren Vde"ensayo debidamente

etiquetadns,



Desarrollo del color:
-"—‘a pipatean - 0N mit:rnHtrr;E de solucion dm PN €2,5 mg/ml) a
cada tuht".\’que contiene .una esfera, asl romn a dos tubbe vacfos
para calibrar el Analizador (blapcos de sustrato),
~Gs rubren » incuban a temperatura ambirnte (20°+/- S °C) durante
30 +/= 2 minutos, en 1a ohecuridad. ‘
-Re deﬁ#nn_ la reaccitn enzimdtica con ! ml de drido sul farico

{ M en cada tubo v en los blancos de sustratao,

Lectura de lng reeul tadost

6 Afusta 3 ceros de DO el Analizador  Quantum 11 l:onunhlam:o
fdr gustrato (el mi=mo blanco para ambos sistemas). i
-Se determina  la absorbancia de los testigos posirtl;/n_’ vi_‘_m:.'urah;vqr
a 4922 nanémetros v e calcula 1a linea de «:ort_n =pQAnN Ja. férmulat

Le = CH (0.5 + CP (0.5 en donde:

o= NN promedio de loes controles negativos

CF = DO promedic de los controles positivos

-Ga leer 1a ab=orbancia de las muestraz v de los '(:pntrv_plers‘ a 492

nantmrtros,

-Los valores de PO dr lac  muecstras se Vtavbu‘lan para’sun an;lléts

posterior.,

" Eneavoe de lnn"ni:ri:ﬁ;éle?:t_'i'i:)t?arisfref'éntia"(wésit‘ernr—r(lnt)
Sr utilizh @ el Fneayd comercial  "HIV-1  Western-Alot”,
producide por los Laboratorios Organon Teknika, Rblgica ' en

algunas muestras MWestern-blot fabricados en el laboratorio, para
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la dr;-.tf'-cr\"bnr dr :mtir:uprpns contra los di.Fanntné':'antfqenns dn}
HIU-1 gn.las. muestras. do Vsur\rnf AR

‘Tnﬁv}la rlr-‘l ensayos

Los antigrnos de] HIV-{ se ceparan por su peeo mnlﬁcul‘ar al

correrse por  electroforesis en uwn gel dn acrilamida al 1'2;5.‘rrin

Aodecyl-sul fato de csodin (8DSY v se transfir-rén‘ nér :d-t‘fl‘.x-.;‘im ,“.
uwna membrana de nitrocelulosa. ‘

. Sp cortan tir;\s dr 0,4 cm de ancho, derla hoja,dp p;pél:;e
nitrocetuiosa v se incuban con mupEtras  de’ Suero “para que los
anti:-uerpus .do laz muestras reacrionen con loz Cantfgenos
presentes en 1a meabrana,

La reacci16n anptigeno-anticuerpo éo observa mediante la
incubacibn de cada tira con uma dilucidn de un complejo de
anticuerpns de conmje anti-IgG humana con biotina, =eguida de
ptra con perovidasa de ribano y avidina, vy EB harce reaccionar con
un sustrato crombgeno en este caso e! =ustrato ez Diamino-
bentidina y perdtido de hidrégeno.

El andlisi=s de lae muestras se realiza sasualmente al
detrrminar ia  presencia de bandas es;\l:'c!ﬁ‘cas-‘. de loz antfgenos
vwirales en las tiras cnsayadas.

! El ensEayn comprcial e rfeoctud spgin las
esprcificaciones  del  fabricante (Laboratorios Organon), las
cuiles bdsicamente con las migmas que para pl UWestern preparadn

por nosotros,



o
HAE ndn - del klllnsi'prn-b.]ntsi : :
~8e préparan lac soiuéibnnr de diluriAn famortinuardnr de PRS pH
7.0con 0,2 % ode tween-20 v 1 % de  alhBmina bovina =dricad v de
lavadn PBS con éwenn*?ﬂ al 0.2%\.;
;Gn 11epnan  1ns datnz de una hnja de regicetro de bestern, en Que
er anotan los sueros problema .y los ruercs control gue  van a
SENPrErER.,.
-ée corta el ndmern necezario de tiracs de 4 mm de ancho de una
hoja de nitrocelulosa con los antigenoe del virus, e numeran y
ee colocan en Yas charnlas de corrimiento det ensayo (charplac de
Rin-Rads.
frimrra incubacisn:

-8 agregan 2.5 ml de amortiguador de diluridn a cada carril de
1a charola fde rearecifn que tiene una tira.
-8 sfarden 15 mirrolitros  de Ja muerstra de cuero a cada tira en
el carril carreepondients seqgin 1a hnja e regictro.
-Sp gubre 1a charola ron plistico  adherents v ce incuba por 60
+/- 5 minutn= a 3X7°+/- 1 °C,
~Qe acpira ~l linuide de lns rarriles en nna trampa de vacfo con
decinfectants (Bpnral concentradnl,
~8a lavva rada tira ron X ml de amortinuader de  lavade ep

agitarnidn (150 rpmd doarante 5 minuboe por tres veokps,

Sequnda incaharidn:

=S abaden 2 ml de una diluridn de 13500 de anticunrpos de
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tefnera nnti lqt‘ humana "en complejo. con biotina (Laboratorios

E Amﬂr=ham, ﬁran Pretaha). ’

—Sra cubrn ‘con- plAstico adherente V. e 1ncuba por b(l +/=-5 minutos
a 'wu e

"-S_ﬂ,rnpltﬂ Pl proceso de lavado.

Tercera tncubacibng

~Se agregan 2 ml de una dilucian lz.mﬂ dn \:omplejo de perouldaﬂa

de ré\hano pi:ante motinilada v cnn,estrepguavtdin Lannratnrf_}gs

Amercsham, Gran Bretafa),

~Sp cubre  incuba por 0 +/- 5 minutos A Z7VH/- 1R
-Se repite @1 proceso de 1avado. ) : B
-8e da un lavado miT con  amortiguador PBS ‘v en agitacidn (150

rpmd.

Decarrollo de lac bandas:
~gr aNade a cada carril 2 m] de reactivo de revelado, {(dilucion
112,000 de tetrahidrocloruro de diamino-benzidina y 112,000 de
per&vido de hidréneno en PRE pH 7.0).
-5e deja reaccionar por 2 a 3 minutos v 1a reaccitn se detiene al
lavar con agua desiontzada.
-l.ae tiras se eecan al ailre, sobre una hoja de papel 'Hltro..r
-lha ver secas, se colocan en hojas de reaistro debidamente
identificadas para cada murctra de suero ensavada v se procede a

sy interpretacidn visual.
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| RESULTADOS:

Esto ademds de ﬁﬂrmltirnos’:orregtr parte. de! error reperimental
al ‘realizar el mismo ensayo para muestras diferentes en dias
disetintns, nos permite expreczar los resultados en términog de

niveles relativos de anticuerpos para cada mupstra,

La tabla TI muestra el promedio v los valores miAximn v
minimo de 1o niveles relativos de anticuerpos contra la
envoltura v contra la cédpzide, los niveles relativos de antigeno
v. el nOmern de muestras incluido en los diferentes grupnc de

sueros seqQfin su ectadio clfnicn;



TABLA 11
RESULTANIS DE LOS ENSAYDS DE ELISA

ACPS-ENY ACPS-CDRE ANTIGEND
GAYPOL ) Ha _Lmlﬂwu&__.v'lc“wlo INTERVALD PROMEDIO  INTERVALD
: +
! i
CoNrt-) |19 (%311 9,432 1040} o.s00 0.42% 0.674 | 0.314 0.798 0400
r 40 ¢ 0.828 Q.41 __0.674 1 0314 07 Buch
' .
CONILel | ¢ 1,901 L2 32,0004 1,808 4472 19309 ] 3.400 fa.84___ ¢,000
w34 (1) 23,433 2,737 81,8601 (1,04 ©.000 150.000] 0,434 0,301 4470
i |
CWR smg 7 N30 (13.930  sg400( M-8} 10.49% 38,720 | 104 Loy a3

Hiveles relativos  de anticuerpos contra la envoltura tantdi-
env), tontra la cépside de! ~virus (apti-cored y niveles de
antiqgeno por grupo de cuerps erctudiados. Se muestran el promedio
y los valores mdimo v minima de los cocientes DBc/DODm vy DOm/DOC
para los ensayos de detreccidn de anticuerpos y de antfaenn para

los 4 grupos de sucro respectivamente,

En 12 grdfira t sr  hace una comparacidn de 1os niveles
relativos de anticuerpos centra 1a envoltura viral, para los
cuatro grupos de sueros estudiados, graficandose el promedio y la
desviacibn estandar de los= cocientes Le/DOm. Se observa que hay
una tendencia hacia el aumento en el nivel de anticuerpos al
avanrar ef  pestadio de 1a enfermedad, con valeres promedio de
Le/D0m = 15,5 (+/~ 7.5y, 23.5 (+/~ 14.6) y 31.7 (+/- 15.2) para
los qrupns testigo positivo, estadios HR I~4 y UWR 5S-&

respoctivamente,



- Brafical

NIVELES DE ANTI-ENV-POR. GRUPO'

40} :

. Coni- Cont4 Wh3-4 wWRy.b

futnos

oComparacidn de loe niveles de  anticuerpns contra ia

enveoltura viral por grupo estudiado, Se grafica el promedia (X} vy

1a decviacidn petandar (linea vertical) de los valoresz L&/ROm

para cada uno de los gruposde suero. Notece el rompimiento en la

mecala wvertical para naraficar los datos del qripn teetino

negative,
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La _r;FicaVQ mﬁnstfa ia'ﬁisha égmpéraciOn reél{:ada'para los
niveles de anticuerpos contra®.la nuc!eo:!ﬁside.' En ] presente
estudio lpe anticuerpos tontra’ la-cipside viral se mantienén en
el ‘miemn mivel tanto en individuos agintomitirose, como en
pacientes con sintomac avanrados de la enfprardad, 10s valores
del cociente Lc/D0m para los grupos tasfiqn positive,  WF 3-4 v
WR S-6 son de 11,6 (+/- 4,7, 11,0 (+/- 24,.5) v 1!.§'Q+I¥VIZ.UT

respectivamente.

La comparacion de los niveles deraantiﬁénoﬂhsf§ “ins éﬁproe.
estudiadoe muestra un incremento en l; préséﬂciérdé.ésté marcador
al avanzar la enfermedad. En la nrafica vﬁ e nbgprva que en
promedio el nivel de antineno en las muestras de pacientes en
estadio avanzado o= mavor que el de pacientes ron sintomatologia
temprana. Los niveles relativos de antligeno son 0,634 (+/-0,45%)

1,181 (+/=1,.530) v F, 16 (+/-2,004) para 1oz grupos WP -4, WR §-6

v testigne positivos respectivamente.

£n los ensavos de Western-blot las  tiras de nitrocetulosa
smplradae on cada muestra, fueron interpretadas  visualmente para
determinar 13 presencia de  anticuerpos contra lac protelnas
apl&t, apl20 v gpat {(del qaen “env"™), pbsé, pS1 v pIl (del gen
“pol™) v p355, p24 v pi7 (del gen 'gag") seadn el criterio (4+)
para positivog, ) negativos v (+/-) indefinides para cada una
de las bandas virales especlificas, nue sp compararon con }ac
bandas de un suerno testiqgo positive v un  tectigo negativo de

referenci a.
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“MIVELES DE ANTI-CORE POR GRUPN
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Be hace una comparacidn de los nivelez de anticuerpos contra

1a capcside, graficando el promedio v la desviacidn estdndar del

cociente 00c/D0Om  para cada gqrupo de sueros. La escala para

nraficar los vatores del arupo testigo nenativo e marca £on un

rompimiento on el eje vertical.
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Grafica 3

NIVELEG DE ANTIGENG PDR GRUPN

Cani- ¥ Ceart WEI-Z XY

o

3] rrca;nparan 1os piveles de antfnenoc mp 1as muestras de
pacientes en pstadins temprano v avanzado de la  enfermedad, ol
nivel promedin (DDm/D0C) df  antinrnos es mavor en 1pe pacientes
con sintnmatolngia avantada, resprcto de pacieptesz  ph estadios

temprsnos,
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La figura 5 muestra los di ferentes patrénes de respuesta

" mbtentdos por Mestern-blot, tante con un  ensavo comercial, como
con tiras de nitrocelulosa  para Western-blot preparadas en el
laboratorio. Las tiras corresponden al suero tretigo positivo
{1y, tectigo negati;o (2, una Mmuestra reactiva a todas 1ar
protetnas viralee (3), muestra no reactiva a psS5 (4}, v muestrac
con diferente patrdn de respuesta a lae protefnas del gen "gag™
(5 a 10}, Las tiras § a & fueron corridas con el en=ayn comercial
dr Laboratorios Orgenon v 7 a 10 corridas en Western preparado en

@] laboratorio.

En la tabla JI] se observan los recultados de Joe andlisis
de MWestern-blot de las muestras, en donde tenembs el porcentaje
de zueroce qus fueron reactivos a lae diferentes protetnas virales
para los dos grupos de pacientes estudiados.

En m»] arupo de c=surro= en estadino WR 3-4, el 100% de ellos
presenta anticuerpos contra  todas las  proteftnas e los genes
Yenv* v "pol*, mientras en el grupo WR 5-6 el 100Y fue reactivo a
las protefnas de envoltura v a dos productos drl aen "pol® (pbb v
p31Y pero solo el B8&8Y% (&77) presentd anticuerpos contra la
protelna pSi. En ambos grupos, ®s contra las protetnas del gen
"gan" en donde encontramos mavor variacibn An los patrones de
regpussta jnmune, R4Y de Ins suerns en retadio WR T-4 v 7% de
estadip R 5-4 presentan respuesta contra el precursor pSS, en

loe dog orupo: el (00% ez rractivo contra p24 mientras que contra

pl? reacciopan el 57% de sueros R -4 v 71% de los WR S5-4,
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Fig. %S

PATRPOMER NE FFOFLIESTA POR WESTFRM-RIOT
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llb tectiqn poritive l?» testign negativa, {3 a hhmuﬁstras
prsitivas 2 anticuerpos anti HIV-1 copn el epsave comercial de
Laboratorios Organcn; (7 a 10»muestras positivas con MWestern-blot

preparado #n el Jaboratorio,
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TARLA ITE

PEﬂCCIﬂHES ORTENINAS EN WESTERN-BLOT

PRDTETIHNAS YIRALES

apisn  gpl2n 66 pSS pStoQpA) p3l p24 pi7
WR 1-4 100y | “teov §otoow | on | teon|toov ] jonuftont] sy
HR 5ot 1nos taey | toor Frix | ast 100w ] 1oazfleas| iy

Respuecta inmune ante los diferentes antlgenos del HIV-t por
western—-blot. Sep muestra el porcentaje de reactividad que
presentaron los sueros de pacientes a las distintas protefnas

virales,



nIsrusIng.

Fl1 presente trabajo forma parte. del proyecto general
"Caracterjtaciédn molecular de'lh Vep{demia de SIDA en Maxico" 5
cargn de la Dra Carmen Soler Claudin, rrealizandose én Ei
laboratorio de Virologia &el anstitutn de Investigaciones
Biomddicas de la UNAM, en colaboracion con la Direccidn General
de Epideminologia, de la Secretarfa de Salud, La Drganizacién

Mundial de la Salud v la OrQanizacién Panampricéna de la Salud.

Este trabajo se realizd con =] objetivo de determinar cuales
spn  los  antigenos virales del HIV-1{ mAs frecuentementq
reconpcidos por Ips sueros de pacientes mericanos, tanto en
retadios tempranos como en estadios avanzados de la enfermedad,
ge tratd de encontrar alguna relacidn entre la presencia v/o
ausencia de marcadores ep suero vy el estadle clinico de los
pacientes,

Los reportes  apteriores suqgteren qunr existe una relacidn
directa entre la presencia de antigenos, la ausencia o un baje
titulo de anticumrpos contra la nucleocdpside viral v el grado de
desarrollo do la enfermedad [48 a 5i, 53 a S5é6d.

£l total de =suerns de pacientez fue analizado para tratar de
establecer 5t ovicste pPeta relacién en puecstro ecstudic. En la
tabla IV ge obrerva el nAmero de mipstras con o sin anticuerpos
contra la cipside, v/o antinenos, para los dos grupocs de surros

de pacientes.
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Al realizar una prueba estadistica fchi cuadrada), no
encontranos di ferenciae estadisticamente significativas que
indiquen una retacibn entre la prrsencia  de antfneno/aueencia de
anti-core vy el e¢tadio fltnico drl paciente x2? = 1.596 gl = 3 p
= 0,001). Sin embarqo, trebemoe tomar en cuenta qgue el tamafin de

1a muestra es pequefin, scbre todo 21 ndmero de sueros de

pacientes en estadios avanzados de la enfermedad.

Tabla IV
RELACION ENTRE EL ESTADIC CLIMNICO Y LA PRESENCIA OE

ANTICUERPOS AMTI-CNRE Y DE ANTIGEND

CORE () CORE {+)} CORE (—) CORE f+)

FSTAPIN ARM () AGN (=) AGN  (+) AGN  (+)

Lif -4 A 39 2

n

WR S-A 1 9 1 n

Por otra parte, no podemos descartar la posibilidad de gue
los pacientes en WR 3-4 que no precentan anticuverpns contra la
cipside /o tienen  antfgenos virales, sep encontraran en un
perieodo dee tranzicidn haria =1 sstadic; MR S al momento de tomar

1a mumstra, atn cusndo todavia no  preeentaban =efntomacs © alguna

otra cef3l que 1ndique eetadios md=s avantados de la enfermedad.
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Al realizar un’a prueba estadlstica (chi  cuadrada), no
encontranos di ferencias estadisticamente significativas que
tndiquen una relacifn entre la presencia de antfaeno/ausencia de
anti-core v el estadic nlinico drl paciente (22 = 1,594 gl = T p
= N,001), Sin embaragc, debemos tomar en cuenta que =1 tamafn de
la muestra e= peguelin, sohre todo »1 admerc de sueroc de

pacientes en estadios avanzados de 1a enfermedad.

Tabla JV
RELACION- ENTRE EL ESTADID CLINICD Y LA PRESENCIA OE

- CAMTICUERPOS ANTI-CORE Y PE ANTIGENOD

CORE . 1) CORE (+} CORE () CORE (+)

FRTAPIN AGM (=) AGN (=) AGN  t+) AGN  (+}

WR -4 A 39 2 2

MR Si-A 1 S 1 n

Por otra parte, no podemos descartar 1a posibilidad de gque
los parientes en WR  T7-9 quer no presentan anticuerpns contra la
cipeide /o tienen antfoenos virales, er encontraran en un
pericdo e traneicidn hacia =1 estadin WR 5 al momento de tomar
1a muestra, ahtn rmuando todavia no presentaban Efntr;mas 0 alguna

otra cefal aque indigque eestadioz mds avantadas dre 1a enfermedad.
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Aunque lns resultados de 1a grifica 2 sefalan que el nivel
promedio de apticuerpos contra la pucleocdpeirde ce mantiene desde
2l perindn de asintomatfa, hacsta fases tardfag de la infeccién,
dehe hacerse notar que en los sueros de individuos asintomiticos
{sueros  testigo empleados), el 1NGY, d» Aztne f6/46) presentan
anticuerpoc contra ta cipside, mientras que un 1&6% (8/49Y v un
2RYL (2/7) de Ipbs suerps de pacientes en estadios MR 3-4 v WR S-4,
respectivamente resultaron negativoe a la presencia  de este
marcador, datos gue apovan los resultados dr otres trabajos (48~
51, S3-54, £7-401.
La correlacitn entre la presencia de antfneno v 1o ausencia
de anticuerpor contra 1a nucleotipside en el suerd de pacientes

er muestra en la tabla V. Aupque esta relacidn no e absoluta,

ty2 = 3.B&bG, p = 0.001 gl = 1), un &O% (3/5) de 13s muestras
positivas a aptfaenc no precentan anticuerpos contra. la

nucleocipside ademds, de las 2 muestras antiorno (4)7anti-core
{+) @n una de ellas el valor Lc/DDm es muy bajo {1.34%), esto es,

~l nivel de anticuerpoe fs casi nulo.

Tabla IV
RELLACTNAN FHTRE LA MROSENCIA DE AMTIGEMO Y ANTI-CORE EN
SUERDS DE PACIEMTES
CORE (+) CORE ¢-)

AGH 4}

r

AGH -y a4 7
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Por atra pafte, en el prezente trabajn opbservamos qur 31
analizar loe <tuero= de {individuo: asintomdticos, contra los
$ﬁéros de pacjentes con sintomatologta temprana o ceintomas
‘avanzados de  la enfermedad, los niveles promedio de anticuerpos
rnnt?a la envoltura del viriwg =& 1pcrementan de  manera nntable.
Esta observacién no ha e=ido reportada anteriormente, aunque no
tenemos upa esMplicacifn para dichns recul tados.

Tanto por el mhtodo de ELIGA como por el de Wetstern-blot, ce
encontrd que la mavnr varracidn en la regpuesta inmune &g eontra
las proteinas de la rcdprider del virus,

Por ambos mdtodos, on el 100 % de suerns se detectaron
anticuerpos contra las proteinas de la envoltura. En el andlisis
de Western-blot, contra las protetnacs del qen "pol" sdlo 1 de 56
sueros no presentd anticuerpos contra p5i.

Al analizar por Western-blot 1a respuecsta contra “gag", el
BO ¥ de sueros presentb anticuerpns contra pS5, 100 % contra p24
v un 66 % contra pl7. De los 9 sueros negativos en lps ensayvos de
FLISA a anticuerpos contra la nucleccdpside, por Western-hliot 3
son negativos a p17, 2 a p55 v 4 a ambas protefnas. Ademds, 8
sueros negativoe a pS5 yv/o pl7 en Western-blot son ELISA
positivoe pero con valores muy cercanos a la linea de corte.

En 2 casos los resultados son claramente contradictorios, va
aue tenemos 2 surros FELISA negativoe a proteinas de la cdpside
{iLe/D0m <1}y, pero presentan las tres bantdas correspondientes a
las protefnas de "gag" en e} ensavo de Western-blot, Para este

recul tadn no tenemos expliracién hasta el momento.



54

El encontrar ‘un_IQO% de respupsta contra 1a prntpiﬁ§ pe4,

,deté:tédb mediante los ensa?os dr  Western-blot, difiere de 1o
reportado para Estades tnidos, en donde se ha observado que al
avanTar la enfermedad, el nivel de anticuerpns contra p2q docrece
haéts g1 dmsaparicién tntal en estadtos tardios de la’infecciﬁn

£48 & S1,%% a Ss1.

Frtrnando los  objetives planteados - para la realiracion del
presmntn trabhajo, se ha logrado avanzar en. los siguientes
aspertne:

Se purdr  observar nque existen variacionss pn la produccidn
de anticuerpos contra las proteinas virales, principalmente de la
nurlerprcapzide, oan los =sueros de pacientes {ncluidne en este
trabajo.

Mo =r encontrd un patrén de  respussta ipmune hamoral que
estk relacionado con @] nstadio clfnico del pacientas.

Es necesarin el continuar con el desarrollo de investigacion
epbre =] problema del SIDA on M2vico, prero ademds, que @] trabajo
st haga de manera integral, entre lac diversas areas pue ahordan
~l problema, solo asi  se Jogrard la caracteriracidn y quirds el

control de 1a epidemia,



5%

CONCLURIOHES:

- la presepcia de antinepn v 13 ausencia de anticuerpos contra
1a cApside viral marcan una diferencia entre sueros de
pacientes asintomiticos v de lac muestras de los pacientec
de este estudio, pero no parecen ser un Indice dei  grado de

evolucidn de la enfermedad.

- En nuestro estudio no spon 1ps anticuerpos contra ia proteina
p24 los que disminuven de titulo, sino loz anticuerpos contra

PSS v/o pl7,

- En nueetrog recultados, los niveles de anticuerpos contra la
envoltura viral se incrementan conforme prooresa la

infeccidn.
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