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INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) fué descrito come una nueva
entidad clinica en 1981 [1]. Este Sindrome se habia observado a raiz de un agrupa-
miento inhabitual de enfermedades, tales como el Sarcoma de Kaposi y la neumonia
por Pneumocystis carinii, ésta Ultima es una complicacién frecuente de casos de
inmunodeficiencia celular, en tanto que e! Sarcoma de Kaposi, que clasicamente ocurre
en sujetos de origen mediterraneo y de mas de 60 arfos de edad, ahora se presentaba
en individuos jovenes de cualquier grupo étnico y en pacientes cancerosos gravemente
enfermos [2]. En la década de 1980 hubo un aumento notable en el nimero de casos
anuales notificados al Centro de Control de Enfermedades (CDC por su nombre en
inglés) en la ciudad de Atlanta, Georgia [2]. El sorprendente paralelismo en el aumento
de la frecuencia de estas dos enfermedades, condujo a la realizacién de encuestas
epidemiolégicas que pronto demostraron que detras de ambas entidades existia un
cuadro de inmunodeficiencia severa y adquirida, que deterioraba en forma inexorable
el sistema inmunolégico de los individuos afectados. A partir de 1983 aparecieron los
primeros reportes sefialando al virus linfotropico de !as células T humanas, (HTLV HI),
como el agente causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) [3]. Este
retrovirus, denominado Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), fué descubierto
en 1983 en el Instituto Pasteur de Francia, por el Dr. Luc Montagnier y sus colabora-
dores [4]. Posteriormente en 1984, Roberto C. Gallo y su grupo de colaboradores del

Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos, confirmaron la presencia del VIH.

La existencia de SIDA asociado a transfusiones sanguineas se sospachd debido a que
algunos individuos con la enfermedad no mostraban ninguna de las caracteristicas de
los grupos de riesgo anteriormente definidos, es decir homosexuales, hemofilicos o
drogadictos por via intravenosa, pero si tenfan antecedentes de transfusiones sangui-

neas entre los tres y cinco aios anteriores a la deteccién del SIDA [5]. Fué en noviem-
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bre de 1982 cuando se tuvo el primer reporte de la adquisicion del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) por transfusiones sanguineas [6]. Conforme a o
reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). a nivel mundial se tienen
registrados entre diez y doce millones de personas infectadas por el virus, de las
cuales alrededor de medio milldn ya presentan SIDA; sin embargo el comité de
expertos del programa mundial de SIDA de la OMS, estima que el nimero real es de
dos millones y medio (7). En México los casos registrados de SIDA alcanzan la cifra de
doce mil novecientos hasta el 28 de febrero de 1993, segun el boletin mensual de!
Consejo Nacional para la prevencion del SIDA (CONASIDA; (8], pero se estima que el
nimero real de casos de SIDA que han ocurrido en Meéxico es de diecinueve mil

seiscientos al corregir la subnotificacion y el retraso en la notificacion.

Existe una gran preocupacion a nivel mundial por tratar de detener |a diseminacion del
VIH, ya qus se ha tenido un aumento considerable en los ultimos arios en los casos
registrados; situacién que resulta alarmante si se considera que los casos no
reportados probablemente sean un numero mayor de aquellos de los que se tiene
conocimiento. Los esfuerzos se han concentrado en la promocion de camparfias
tendientes a mejorar la educacion sexual de la poblacidn en general, a combatir el uso
de drogas de cualquier especie, espacialmente las que se usan por via intravenosa, asi
como un adecuado control de los donadores de sangre. En lo que se refiere a las
transfusicnes sanguineas, en México se dictaron normas legales especificas para im-
pedir el comercio con la sangre {9), [10], las cuales fueron publicadas en mayo de 1986
y 16 de diciembre de 1992 en el Diario Oficial.

Para la poblacién pedidtrica (grupo de edad comprendida entre O a 14 afios), sobre la
cual se ha trabajado en esta investigacion, el Comité Epidemiolégico del CONASIDA
sefiald la distribucion porcentual de los casos pediatricos con SIDA detectados hasta el

28 de febrero de 1993 por su origen [8] en los siguientes porcentajes:
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o 51.7% Perinatal

e 281% Transfusién
« 18.3% Hemofilicos
o« 1.9% Por abuso sexual

Considerando que era importante determinar el grade de incidencia que tenia el
contagio del VIH por transfusiones entre la poblacion infantit atendida en nuestros
hospitales, con el fin de eslar en posibilidad de tomar las medidas preventivas
correspondientes en el caso de que éste resultara muy aito, se determing realizar una
investigacion entre 149 pacientes oncoldgicos de! Hospital Infantil de México. Se selec-
ciond esta poblacién tomando en consideracion que, por la indole de sus pade-
cimientos, se trata de pacientes inmunodeprimidos y sujetos a constantes transfusiones

sanguineas.

VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA
GENERALIDADES.

La hipétesis mas apoyada hasta la fecha es aquella que sostiene que el Virus de |a
Inmunodeficiencia Humana (VIH) tiene como inmediato antecesor a un retrovirus
presente en monos africanos desde hace miles, o tal vez millones de afios, particular-
mente en el mono verde africano (Eercopithecus Aethiopus), que actiia como portador
asintomético de un virus muy similar al VIH y que se conoce actualmente como Virus
de la Inmunodeficiencia en Simios (VIS) [11).

En el Africa Ecuatorial, posiblemente através de una mordedura, el VIS pas6 al ser

humano. El CDC reportdé dos casos de transmision del VIS al humano [12], relacio-
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nados con la exposicién de macaces en el laboratorio, quienes por algun tiempo
mantuvieron un estado de portadores asintomaticos. La mutacién constante del VIS,

dié lugar eventualmente a una forma patégena para el ser humano, el VIH.

)La diseminaciéon de la infeccidn en la poblacion humana del Africa Ecuatorial se
efectua através de contacto sexual, intercambio de fluidos corporales y perinataimente;
se considera que de ahi se extiendd a otras regiones del Africa. La infeccién se
propag6 a Europa y América mediante la migracion humana, particularmente a Haitl; de
ahi paso a los Estados Unidos de Norteamérica através de los inmigrantes y también
por contagio de varones homosexuales que visitaban la isla. La diseminacion fué
mayor en las ciudades de los Estados Unidos que presentaban una congregacion de
elevado nimero de varones homosexuales (Nueva York, San Francisco, Los Angeles).

De los Estados Unidos, la infeccion se propagoé al resto de América.

Actualmente, la diseminacion del VIH y los casos de SIDA son de cobertura mundial,

pudiendo hablarse claramente de una pandemia desde hace varios afios.

Los mecanismos primarios de transmisién del VIH aceptados por la comunidad cien-
tifica son: a) por contacto sexual con una persona infectada; b) parenteral; exposicion a
sangre contaminada; y c) perinatal. En sentido estricto cualquier persona puede infec-

tarse con el VIH si se expone a sangre o a productos hematolégicos infectados.

El Dr. Montagnier y colaboradores del Instituto Pasteur de Paris identificaron en 1986
un nuevo retrovirus de Inmunodeficlencia Humana al que denominaron VIH-2 {13). Es-
te fué observado en pacientes con SIDA que no estaban infectados por el VIH-1. Al pa-

recer, este virus resulta menos citotdxico para los linfocitos T cooperadores [14], {15}
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El VIH-1 predomina en Africa central y el VIH-2 en la parte occidental; tanto e! primero
como el segundo se han encontrado en infantes y nifios, lo que sugiere a la via peri-
natal como fuente de infeccidn, salvo que en el caso del VIH-2, se piensa que el perio-

do de incubacién es mayor que el del VIH-1 [85).

Las encuestas de seroprevalencia indican que el VIH-2 es relativamente frecuente
sobre todo entre prostitutas de algunos paises del Africa Occidental. E! primer reporie
registrado de VIH-2 en los Estados Unidos de Norteameérica, aparecié en 1989 [17). En
Meéxico sblo se ha registrado un reporte de la presencia de VIH-2 publicado por
CONASIDA en su boletin mensual en 1992 [18).
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EPIDEMIOLOGIA

SITUACION MUNDIAL

De conformidad con los datos publicados por la OMS en Julio de 1992 se reportan los
siguientes datos con SIDA por continente (Grafica #1):

o América 277,042

« Africa 162,463
« Europa 66,545
« Oceania 3,370
- Asia 1,552

y ya para Febrero de 1993 la poblacién mundial infectada por el VIH fluctia entre 13

millones de personas. De éstos, 611,589 presentan SIDA (8].

* América 313,097

s Africa 211,046
« Europa 80,824
e Oceania 4,096
« Asia 2,596

Estas cifras se han obtenido de lo reportado por 184 paises a la OMS.
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SITUACION EN MEXICO

A nivel mundial, México ocupa et Vdécimo primer lugar entre los paises con mayor
numero de casos de SIDA reportados (8), {9}, [19], y e! tercero dentro del continente
Americano, solo precedido por Brasil y Estados Unidos. Como es del conocimiento
publico, el VIH se ha importado a México através de la enorme frontera que compar-

timos con los Estados Unidos.

En México se reportaron dos primeros casos de SIDA en 1981 y ya para 1982 se
hablan acumulado 13. Estos casos ocurrieron en hombres homosexuales y bisexuales
de nivel socioeconémico alto y se trataba de nacionales y extranjeros, la mayor parte

residentes del Distrito Federal, que adquirieron la infeccion del VIH fuera de! pais.

El crecimiento de los casos en nuestro pais continua siendo en forma exponencial, de
modo que hasta el 28 de febrero de 1993 CONASIDA tiene registrados doce mil
novecientos casos de SIDA [9]. Es Iagico suponer que existan mas casos sin descubrir
o que no hayan sido notificados, existiendo la posibilidad de un impacto epidémico
importante en nuestra poblacion. Desde hace poco mas de dos afios se considerd
pertinente establecer medidas adecuadas para su prevencion y control, similares a las
sugeridas por la OMS, En 1986, Ruiz Argaelies y colaboradores [20] confirmaron el
diagnostico de SIDA a dos pacientes mexicanos que hablan recibido varias trans-
fusiones sanguineas en hospitales norteamericanos, con lo cual quedaba demostrado

ofra via de entrada del VIH a nuestro pais.

En cuanto a la distribucién de los casos de SIDA notificados en los diferentes estados
de la Republica Mexicana, tomando en cuenta el boletin mensual de! CONASIDA hasta
marzo de 1993, ésta se divide en cinco regiones: Centro, Centro Oriente, Centro Occi-
dente, Norte y Sur, (Fig. #2).
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Regién Centro contiene tnicamente al Distrito Federal, en donde se encuentra
el mayor numero de casos registrados hasta el 28 de febrero de 1993, 4,161
casos, que representan el 32.3% de los registrados en el pais y una tasa de 471

casos por millén de habitantes.

Region Centro Oriente esta compuesta por los Estados de México, Puebla,
Veracruz, Morejos, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y Tlaxcala. Los casos regis-
trados en esta region ascienden a 3,309 y representan el 25.7% y una tasa de

106 casos por millén de habitantes.

Regién Centro Occidente estd conformada por los Estados de Jalisco,
Michoacan, Guerrero, Sinaloa, San Luis Potosi, Nayarit, Durango, Aguas-
calientes, Zacatecas y Colima. Esta regidn tiene 3.054 casos registrados que

representan el 23.7% y una tasa de 140 casos por millén de habitantes

Regién Norte integrada por los estados de Nuevo Ledn, Baja California, Baja
California Sur, Coahuila, Tamaulipas, Chihuahua, y Sonora. Esta region registra
1,547 casos, que representan el 12% y una tasa de 106 casos por cada millén
de habitantes.

Region Sur constituida por los estados de Yucatan, Oaxaca, Chiapas, Tabasco,
Quintana Roo y Campeche, es la que menos numero de casos registra, sdlo
715 que representa el 5.5% y una tasa de 66 casos por cada millén de
habitantes.
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CARACTERISTICAS DEL AGENTE CAUSAL

TAXONOMIA

De acuerdo con lo sefalado por los doctores Luc Montagnier y colaboradores del
Instituto Pasteur de Paris, por Gallo y colaboradores del Instituto Naciona! de! Cancer
de los Estados Unidos y por H. Gerderblom y colaboradores del Instituto Robert Koch

de Berlin, las principales caracteristicas del VIH son [21]:

« Esta refacionado con los lentivirus.

« Pertenecen a la familia retroviridae.

« Genoma: Acido Ribonucleico {ARN).

« Simetria de la capside: helicoidal.

+ Sitio armado de las capsides: citoplasma.
« Virion envuelto.

« Diametro del virién: de 90 a 120 nanémetros.

Gracias a los trabajos de diversos investigadores, ahora se conoce que ia particula

viral del VIH esta constituida de la siguiente manera [22], {23]:

« Envoltura. Constituye Ia capa proteica externa del virus en la que se encuen-
tran las glicoproteinas Gp 120 y Gp 41 [24]. La primera tiene caracter fuerte-
mente hidrofilico y se localiza en la parte exterior de la membrana viral que
recubre el virion. En cambio la Gp 41 se encuentra incrustrada en la membrana

viral.

En la capa externa de la envoltura se encuentra la glicoproteina Gp 120 en el

VIH-1, y en el VIH-2 la Gp 140. Estas son las responsables de que se lleve a
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cabo el tropismo de los virus hacia las células que presentan el receptor CD4.
Se encuentran principalmente en la superficies de las células inmunocompe-

tentes, incluyendo macrafagos, monocitos, y linfocitos T cooperadores (22}, {24].

Las proteinas transmembranales de la envoltura del virus contiene las glico-
proteinas Gp 41 en el VIH-1 y Gp 36 en el VIH-2 {27]. Se ha sugerido que
también participa en el proceso de reconocimiento y adhesion a las células que

el virus va a atacar.

« Céapside. Estructura protéica interna que encierra el material genético. En e!
interior de esta estructura se encuentran dos cadenas de ARN y varias
unidades de las enzimas siguientes: ADN polimerasa, ribonucleasa, integrasa,

proteasa y transcriptasa reversa.

INFORMACION GENETICA

Ambos VIH's (1 y 2) poseen nueve genes, tres de ellos con funcién estructural y seis
con funcién reguladora, limitados ambos por una secuencia genética de Repsticiones
Terminales Largas (LTR) localizadas en los extremos del genoma virico, como se
ilustra en la tabla nimero 1 {21], [22], {23]. Los genes estructurales son: Gag, Pol y
Env, los cuales poseen la informacion para la sintesis de los diversos compo-nentes
del virus [4]; estos genes son comunes en todos los retrovirus [31], [32]. Los genes
reguladores son: Tat, Rev, Vif, Nef, Upr, Upu, y Upx [30]. Algunos de estos solo han
sido encontrados en los VIH's y virus relacionados, los cuales tienen por funcidn
controlar la actividad de los genes estructurales, induciendoles el momento de iniciar o
de suspender su mecanismo de accién; asi como la velocidad y la cantidad de compo-

nentes virales que se requieren fabricar, entre otros.
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Los LTR del provirus presentan determinada secuencia que le permiten regular la
transcripcion y la integracion al cromosoma celular. Estos LTR son reconocidos dentro
de la célula por transcripasa reversa, y se lleva a cabo la transcripcion del provirus.
Esto sucede al activarse el provirus por algin factor estimulante. El mensaje genético
del provirus es transcrito a moléculas de ARN y se sintetiza ARNm viral, e! cual es

traducido para la sintesis de proteinas virales.

La funcion que lleva a cabo la ARN-pol-ADN dirigido participa en la transcripcién de!
ADN formando ARN complementario a partir del ADN proviral duplex; reconociendo los

puntos de iniciacion especificos en os cromosomas de la célula huésped [22].

« Gag. Se encarga de sintetizar las proteinas del core o centro del VIH, que revis-
ten al material genético (ARN) junto al cual existen varias copias de trans-

criptasa reversa.

« Pol. Codifica la produccién de la enzima retrotranscriptasa responsable de la

multiplicacién del virus. {52], [53].

« Env. Esta formada por moléculas tanto de origen viral como de la membrana de
la célula, En esta se encuentran las glicoproteinas Gp 120 y Gp 41, la primera
en la parte externa de la membrana viral, y la seguncia incrustrada en la
membrana intema. Estas dos glicoproteinas son necesarias para que se lleve a
cabo el reconocimiento celular y en consecuencia la infeccidn a la célula

huésped.
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Tat. Gen regulador positivo que actua como estimulo para la generacién de
moléculas grandes de ARNm, asi como activador de la transcripcion para la

sintesis de proteinas virales.

Rev. Regulador diferencial que reprime a los genes estructurales y a Tat para
gue no se lleve a cabo la sintesis protéica viral; y por tal motivo el provirus
integrado en el cromosoma de la célula puede permanecer en estado de laten-
cia hasta que un factor estimulante fo active. En el momento en que esto
sucede, este gen actua como transportador de moléculas grandes de ARNm del
nticleo celular al citoplasma, para posteriormente lievar a cabo la sintesis de las

diferentes proteinas virales [22).

Vif. Regulador negativo considerado como factor de infectividad viral.

Nef. Factor activador negativo que delimita {a replicacién y expresion viral.
Puede actuar como un activador o represor de la sintesis protéica. Participa de
manera muy importante en el estado de latencia del provirus, reprimiendo la

sintesis protéica viral.

Al activarse este gen aumenta la capacidad de expresién del provirus, y se
estimula a los genes estructurales Gag, Pol, y Env para la sintesis viral. Al acti-
varse los genes reguladores disminuye el estado de latencia, se presenta una
seroconversién aumentando la reproduccion viral hasta provocar la enfermedad
conocida como SIDA [21), [22], [23).

UpU. Especifico para VIH-1. Participa en la infeccion de las células.

UpX. Especifico para VIH-2. Participa en la especificidad celular del virus.
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CICLO VIRAL

Es de gran utilidad conocer los mecanismos por los cuales se vale el virus para dafar a

su célula huésped. Estos mecanismos se enuncian a continuacion.

ADHESION. En ésta se lleva a cabo el reconocimiento célular ya que los linfo-
citos T cooperadores presentan en la superficie membranal los receptores CD4,
hacia los cuales los virus VIH-1/2, tienen gran afinidad debido a que estos
presentan las glicoproteinas transmembranales GP 120 y GP 140 respectiva-

mente [50].

ENTRADA. En ésta se lleva a cabo el proceso conocido como endocitosis
mediada por receptores los cuales facilitan la entrada a la célula blanco. Se ha
observado que ocurre una fusion entre la membrana viral y la de la célula hués-

ped, penetrando de esta forma la nucleocapside al citoplasma.

ACTIVACION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA. Una vez que la nucleo-
cépside penetra en el citoplasma se activa la transcriptasa reversa y transcribe
una cadena de ARN en una de ADN; posteriormente una enzima emparentada
con la ribonucleasa destruye al ARN original y la polimerasa sintetiza una
segunda cadena de ADN usando como molde la primera [29), [52).

INTEGRACION DEL PROVIRUS. A estas dos cadenas de ADN se le denomina
provirus, el cual se desplaza al interior del nicleo celular en donde puede
permanecer en forma libre o integrarse a los cromosomas de [a célula, inter-
viniendo una enzima virica (integrasa) que es la que realiza la insercién, Se
piensa q\ie el ADN adquiere la forma gircular para poder ser integrado a la

célula {29), [52), [53). Cuando esto ocur[gp'uede que permanezca como provirus
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por mucho tiempo en fase de latencia, en la cual el ciclo se detiene; ésta es la
razén que hace al provirus parte permanente de la persona infectada sin

mostrar signos de su presencia mientras no se activen sus genes [29], [52].

TRANSCRIPCION Y TRADUCCION DEL ADN VIRAL. Cuando el metabolismo
de la célula es “activado" por la presencia de un factor estimulante ya sea por
una molécula extraia o por un virus, el mensaje genético del provirus es trans-
crito en moléculas de ARN haciendo uso de toda la maquinaria celular para su
multiplicacion. En esta etapa se sintetizan moléculas de ARNm viral que es

traducido para la sintesis de proteinas virales [29), [52).

ENSAMBLAJE. Ya sintetizadas las proteinas y particulas virales, asi como el
ARN, se ensamblan utilizando la superficie interna de fa membrana celular de la
célula [51). [52).

LISIS CELULAR. Estas proteinas viricas, asociadas a moléculas de ARN viral,
tienden a ser envueltas por la membrana celular, misma que ha acumulado
glicoproteinas virales. Este conjunto da ia formacién de nuevas particulas vira-
les que geman hacia el exterior de la célula, adquiriendo de esta forma su en-
voltura {51), (53].
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GENES Y SU FUNCION

Gene Nuevo Proteinas Funcién
Nombre Propio Nombre
Genes Vit-1 VIH-2
Estructurales
p55 ps6
Gag Gag P40 P26 Sintesis de la capside
pa42s pi6
pi18
p66.64 peB Sintesis de ta transciptasa
Pol Pol p51 P53 reversa {responsable de la
p32 _p34 multiplicacién del virus)
Sintesis de fa
Gp160 Gpl40 glicoproteinas de fa
Env Env Gp120 GpBo envoltura del virus en ella
Gp41 Gp36\W1 se lleva a cabo el tropis-
mo del virus enlre ia célula
blanco.
Genes
Reguladores
Regulador positiva que ini-
tat tat p14 p11 cia la sintesis de las pro-
i teinas del virus.
Aclua como regulador dife-
arl\ra rev p18-20 P4 rencial. Regula la sintesis
de tas proteinas de virus.
Spr Vit P23 p2s Reguiador negativo de la
infectividad det virus,
son muy variables nef p25-27 p28 Reguiador negativo. Deli-
"Ofr mita [a reproduceién y ex-
presién del virus,
R Upr p12-13 p12 Poco conacido.
Estimula la produccion de
anticuerpos en los pacien-
tes y pueden ser usados
Upy Upy Upu pa-ra distinguir entre 1a in-
feccién por ViH-1y VIH-2.
Participacién en ia infec-
cién de las células.
UpX UpX UpX p18 | Participa en la especifici-
dad celular del virus,
Tabla 1
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL VIH Y DE SU ESTRUCTURA GENETICA

P86 9p8 gpl20
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j>’-" ENVOLTURA
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EN LA PARTE SUPERIOR SE ENCUENTRA EL GENOMA VIRAL CON SuS
DIVERSOS GENES ESTRUCTURALES
(LTR. VIF, tat, upu, rev. upr. nef ).

{GAG, POL Y ENV) Y REGULADORES




PATOGENESIS

En vista de que los virus poseen un solo tipo de acido nucléico y carecen de la informa-
cién genética, enzimas y estructuras para producir energia y fabricar sus propios com-

ponentes, unicamente pueden vivir y multiplicarse en el interior de las células huésped.

Después de que una persona es infectada por el VIH, sus principales células blanco
son los linfocitos T cooperadores y las células del sistema fagocitico mononuclear del
sistema inmunoldgico, ya que presentan en la superficie de la membrana el deter-
minante antigénico CD4, moléculas que ambos virus reconocen y a la cual se unen en
forma especifica através de la gliéoproteina Gp120 en el VIH-1 y en el VIH-2 por la
Gp140. Se han formulado varias hipdtesis para tratar de explicar tal suceso, como la
que formula Haseltine y del Instituto de Cancer Dana Farber de los Estados Unidos, la
cual sugieren que “|a velocidad de muerte celular es proporcional a la concentracion de
los receptores CD4 presentes sobre la superficie de la membrana de ia célula blanco”.
Basandose en los trabajos de Wong-Staal, de Risher, de Montagnier y de Gallo se
formulan las siguientes hipétesis (31), [32], (41]).

« La muerte celular depende de una interaccion entre la cubierta viral (por medio

de las glicoproteinas de la envoltura) y la membrana de la célula huésped.

« Para la entrada de! virus a ia célula es suficiente un nivel bajo de!l receptor CD4,
pero se requiere un nivel mayor para causar efecto citopatico. Sin embargo el
efecto principal de la infeccién por VIH es la destruccién de los linfocitos T
cooperadores en los que se multiplica el virus. Para tratar de explicar el meca-
nismo de daiio celular Scott propone que el virus, ai empezar a gemar hacia
afuera, hace agujeros en la membrana celular, y debido a que la cantidad de

virus que gema es muy grande las células no pueden reparar los orificios tan
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répido como son hechos [35)], de este modo los componentes vitales de la
céluia escapan através de 1a membrana, por lo que la célula no puede sobre-

vivir mucho tiempo.

En resumen la perdida de linfocitos T cooperadores dafian selectivamente al

sisteme inmune, lo que deja al organismo muy vuinerable a infecciones.

Los monocitos y macréfagos participan en forma muy importante en los mecanismos de
ia diseminacién del VIH ya que un subgrupo tanto de monocitos como de macréfagos
tienen en su membrana los receplores CD4, lo que les condiciona poderse infectar con

VIH, preservando efecto citopatico.

Se ha observado la presencia de la glicoproteina Gp 41 en el cerebro tanto de nifios
como de adultos que presentaron SIDA [34]. A partir de 1884, investigadores como
Show, Hann, Wong-Staal, entre otros, sefialaron la presencia por primera vez de! VIH
en tejidos cerebrales y de médula 6sea [33], ya que los monocitos y macréfagos son
capaces de atravesar la bamera sanguinea cerebral. Es posible que al ser infectados
en la sangre transporten el virus al cerebro. En el cerebro y méduia espinal, al parecer,

el virus tiene un efecto patogénico directo que no depende de la inmunodeficiencia.
Las principales patologias observadas en el cerebro son una proliferacién anormal de

las células gliales que rodean a las neuronas, y las lesiones resultantes son la pérdida

de la materia blanca.
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FORMAS DE CONTAGIO DEL VIH

E! conocer las caracteristicas del virus nos permitird conocer los mecanismos que
propician su transmision. Estos mecanismos son similares para las dos variedades del

VIH que se conocen. Se sabe que la transmision se efectta por las siguientes vias

« Contacto sexual cuando existe intercambio de liquidos corporales tales como
sangre, semen, y secreciones vaginales {36] entre una persona infectada a otra
sana. Esta es la forma mas frecuente de contagio en todo el mundo y fa mas
dificil de prevenir.

« Compartir agujas o jeringas contaminadas por ViH [37].

« Transfusiones de un donador infectado por e! VIH a un individuoc sano [38].

« Transplantes o injertos de 6rganos o tejidos infectados {36), (39), [40], [41].

« Transmision perinatal: En 1983 aparecieron los primeros casos reportados [42].
La transmision del VIH de una madre a su producto puede ocurfir por tres
mecanismos distintos: a) Durante el embarazo por via transplacentaria: esta via
de transmision se sospechd desde que se empezaron a reportar los primeros
casos de SIDA en factantes {43]. b) Durante el parto: al existir contactc de la
sangre materna con la del niflo, pudiendo de esta forma ocurrir la transmision
del VIH (44), [45]. c) A través de la leche materna, ya que existen ademas
informes de casos en los cuales fué posible aislar el virus en la leche matermna,

quedando como un mecanismo de contagio al recién nacido (46).

En las lagrimas, la orina y ia saliva se ha encontrado también la presencia del VIH,
pero en pequefia proporcién {47). No existe 1a evidencia que implique a los insectos
como transmisores o vectores del VIM, exceptuando a las chinches [48]; no existe
tampoco evidencia de transmisién por via aérea, ni através del contacto social casual

no sexual entre las personas {49].

© 18 ¢



MANIFESTACIONES CLINICAS

Después de que el individuo se ha infectado con el ViIH, este virus infecta a los
linfocitos T cooperadores, se multiplica dentro de ellos y los destruye por jo gue estos
se encuentran en baja concentracion; sin embargo el nimero de las células supresoras
permanece casi constante o ligeramente aumentado, lo que provoca una disminucion
en la relacion células Cooperadoras/Supresoras y por consiguiente provoca la enfer-

medad conocida como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) [52}.

La inmunodeficiencia generada por el virus eleva la vulnerabilidad del individuo para
contraer infecciones que en una persona sin dicho sindrome pudieran pasar inadver-
tidas, pero en los pacientes con esta enfermedad son muy evidentes y van quedando
fuera de control. El cuadro basico de tipo inmunoldgico entre los pacien-tes con SIDA

se caracteriza por [55], [56].

«  Disminucién de [a retacién linfocitos T Cooperadores/Supresores.

+ Niveles elevados de gamaglobulinas, especificamente las clases G, Ay M.

« Disminucién de la respuesta inmune contra antigenos, mitdgenos y aloan-
tigenos.

«  Ausencia de hipersensibilidad de tipo retardado a las pruebas de sensibilidad
cutdnea (PPD, candidina, histoplasmina, entre otras).

» Adenopatia generalizada con hiperptasia folicular.

e Laconcentracién de la #, microglobulina es mayor a 5 mg/ml.
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SISTEMA WALTER REED

El Centro Médico Walter Reed agrupa a los pacientes de acuerdo a la etapa de la
infeccién en la que se encuentran, en funcion de algunos indicadores del grado de
deterioro inmunoldgico que presenten. El sistema de clasificacion Walter Reed se basa
en el recuento y la medicidon del estado funcional de los linfocitos T cooperadores,
como indicadores del estadio de |la enfermedad. Entre otros indicadores se incluyen ei
inicio de la linfodenopatia crénica acompariada de los siguientes parametros [52], [60]:
a) Linfodenopatias cronicas; b) Pruebas cutdneas anormates de inmunidad celular; y ¢)
Presencia de infecciones. Conforme el padecimiento progresa, el paciente pasa atra-
vés de 6 etapas, la ultima de las cuales es el SIDA. Las etapas o estadios del Sistema

Walter Reed (WR) se esquematizan en la tabla siguiente:
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CLASIFICACION DE WALTER REED

Estadio Duracién de Pbas. que Indicadores de los Cénmms | Hipersensibitidad Muguet
acuerdoala evidencian la estadios de la retardada
etapadela infeccién enfermedad
Infeccién
WRO no hay presencia | no hay presencia de
Exposicion al daAc’s sintomas. 800 . .
vins
WR1 desoredenes del
Deteccién de | 6a8 semanas presencia de S.NC. tabga
la presencia Ac’s aumenta leve def 800 - -
del virus tamano de los.
gangiios lnfitigados
sumento porsistente
de los gangiios
linfaticos. Presencia
WR2 Jadafos presencia de da hiperactividad de 400 - -
Ac's las ceiutas By
drsminyicion del
NUMErD de células
pruebas que
directamente drsminuncibn
WR3 14 a 20 meses muestren la nmungloged <400 . .
incapacidad de la subclinea
{nmunidad
celylar
disminucién
*presencia de inmunciogica
Ac's subclinica con alergla
‘WR4 ‘cultivo de virus | cutanes fallade 324 <400 regular -
*busqueda de pruebas cutdneas
peoteinas ode | para la determinacidn
acikdos nucleicos | de hipersensibdidad
Virales tetardada
‘presencia de
Ac's anergla (susencia
“cuttivo de virus total Ge
WRS de uno e dos *busqueda de hipersensibilidad) se <200 hd *
afics proteines o inicla ls apancion de
#ckdos nucleicos | infecciones fungicas aparicitn
vigales fungics
*precencia de disminucion de Ias
Ac’s funciones
*cultivo de virus inmunciogicas.
WR6 2anos *busqueda de exiremadamente: <100 + +
proteinas o grave y aparece una
dcidos nucleicos gran variedad de
vimles. infecciones
opoitunistas, y en
concecuencia of
SIDA




CLASIFICACION DE LOS DIFERENTES
ESTADOS DE LA INFECCION DEL VIH
SEGUN LA C.D.C.

Grupe | Primer contacto con el VIH.
Grupo II: Infeccién asintomatica del VIH. Sin anormalidades.
Grupo il Linfodenopatia generalizada cronica.
Grupo iV:
A:  Signos funcionales, incluyendo pérdida de pesoc >10%, sudoraciones,
fiebre, diarrea >1 mes.
B: Signos neuroldgicos, incluyendo neuropatias y mielopatias.
C1: Presencia con un minimo de alguna de las infecciones oportunistas de las
cuales se caracteriza el SIDA.
a) Pneumonia por P. carinii.
b) Criptospariosis.
c) Toxoplasmosis cerebral.
d) Candidiasis bronquial o pulmonar, criptococosis, histoplasmosis
diseminada, infecciones por bacterias atipicas, infecciones diseminadas
cronicas mucocutaneas, leucoencefalopatias, progresiones muitifocales.
€2: Con un minimo del seguimiento de 6 infecciones, con leucoplacas en la
cavidad oral, bacteremia causada por salmonela, nocardiasis, tuberculosis, y
candidiasis oral.
D: céanceres secundarios
a) Sarcoma de kaposi.
b) Linfomas de Hodgking.
c) Linfomas progresivos cerebrales.
E: otras condiciones

a) Neumonia crénica.
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b) Trombocitopatias.
c) Otras manifestaciones que no pudieran ser clasificadas en los grupos

anteriores.

DIAGNOSTICO DEL PADECIMIENTO

El diagnostico del SIDA es en gran medida clinico, basado en la historia médica, estilo
de vida sexual, asi como en los exdmenes realizados en el laboratorio. La historia mé-

dica es de gran ayuda para la identificacion de grupos de alto riesgo a la enfermedad.

Existen varias técnicas inmunoldgicas utilizadas para demostrar las evidencias de anti-
cuerpos contra el VIH en el material bioldgico de las personas sospechosas de padecer
esta enfermedad. Es necesario efectuar pruebas complementarias mas exhaustivas
para poder llegar a un diagnostico definitivo. A continuacion se mencionan las pruebas
de laboratorio mas frecuentemente utilizadas para apoyar un diagnostico de la

infeccion por este virus [52], {58}, [59], [61).

PRUEBA INESPECIFICAS
(PERFIL INMUNOHEMATOLOGICO)

« Cuenta de células blancas totales.

« Cuenta diferencial

= - Determinacién de linfocitos T y B en sangre periférica (linfocitos formadores de
rosetas E y rosetas EAC)

«  Determinacion de la funcionalidad de los linfocitos T y B através de la estimu-

lacién con mitégenos, midiendo su capacidad para sintetizar ADN.
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«  Evaluacién de ia relacién CD4/CD8 mediante la utilizacién de los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra marcadores de las células T.

« Evaluacién de la hipersensibilidad de tipo retardado mediante la utilizacién de
pruebas cutaneas con antigenos como candidina, toxoide tetanico y estrepto-

cinasa.

PRUEBAS ESPECIFICAS
(DETECCION DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS
CONTRA EL VIH)

«  Andlisis inmunoenzimatico ELISA.

« *Inmunoelectrotransferencia Western Blot.

. *Inmunofiuorescencia (directa o indirecta).

e  Método de ELISA (deteccion de Ag).

. Método de ELISA (deteccion de anti P 25).

«  *Reaccion en cadena con polimerasa (PCR).

*son considerados como métodos confirmativos.

Desde que el VIH es seflalado como el agente causal del SIDA, los investigadores se
han valido de diversas técnicas inmunolégicas para la busqueda de este virus y de los
anticuerpos en el material bioldgico (suero, plasma y tejidos) de los pacientes que se
sospecha que padecen la enfermedad. A continuacién se mencionan las pruebas de

escrutinio y las confirmatorias.
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PRUEBA DE ESCRUTINIO

ANALISIS INMUNOENZIMATICO

Este método se emplea para cuantificar Ac’s o Ag’s presentes en las muestras bio-
logicas [62], [63). [64], [65]).

FUNDAMENTO

Se basa en la determinacion de Ac's presentes en la muestra biolgica, por lo que el
antigeno conocido es inmovilizado en la fase sélida. Después de que se lleva a cabo la
reaccion Ag-Ac. se elimina el exceso de Ac's por medio de lavados, y la presencia de
Ac unido se demuestra mediante una anti-inmunoglobulina marcada con a enzima; se
elimina lo no reaccionante por medio de lavados. La actividad enzimatica se mide al
agregar el sustrato de la enzima mas cromogeno. El desarrollo de color es directa-

mente proporcional a fa concentracion de anticuerpos presentes en la muestra.

El antigeno generalmente utilizado en esta prueba se obtiene aislando el VIH y propa-
gandolo en la linea celular TH9 HTL VIII B de linfocitos T cooperadores; en éstos el
virus se reproduce, se fracciona, y se inactiva con detergentes antes del recubrimiento
de la fase sélida. Esto constituye las técnicas de Primera Generacion. Recientemente
se han desarrollado nuevas alternativas, utilizando antigenos de VIH obtenidos por sin-

tesis de péptidos in_vitro o bien através de Ingenieria Genética constituyendo técnicas

de Tercera Generacidn.
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DESAROLLO DE LA TECNICA

Una vez unido el Ag en la fase sodlida se pone en contacto con el material biolégico
problema, asi como sus respectivos controles. Después de que se lleva a cabo la
reacién Ag-Ac, se elimina por medio de lavados el exceso de Ac's; posteriormente la
presencia de Ac's unidos se demuestra por medio de una anti-inmunoglobulina mar-
cada con la enzima. El conjugado no unido se elimina por medio de lavados y a
continuaciéon se agrega una solucién de sustrato de la enzima mas cromadgeno, y se
incuba. La presencia de color nos indica que hay anticuerpos anti-VIH en la muestra
analizada. La intensidad de color medido espectrofotométricamente es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra. En términos

generales, a este método se le atribuyen las siguientes ventajas y desventajas:

VENTAJAS DESVENTAJAS
fevad ikiti q de mucho lavados

*Especificidad satisfactoria
*Estabilidad de reactivos

~Potenclal para su automatizacién

A las pruebas que fueron positivas por ELISA se les realizaran pruebas confirmatorias
como: Western Blot, Inmunofluorescencia y PCR (reaccién en cadena con

polimerasa).

METODOS CONFIRMATORIOS
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT)

Es una técnica utilizada para la busqueda de la reactividad de los anticuerpos del

paciente en contra de las proteinas virales individuales [66], [67), [68].
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FUNDAMENTO

Se basa en llevar a cabo una separacion de una mezcla de proteinas virales mediante
electroforésis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas separadas se trans-
fieren a una membrana de nitrocelulosa en la cual se fijan. La presencia de Ac's en e!
suero o plasma del paciente frente a las proteinas propias del virus se pone de
manifiesto mediante la adicién de un conjugado especifico anti-inmunoglobulina marca-
da con {a enzima, y finalmente se agrega el sustrato de la enzima mas cromdgeno.
Como resuitado se observan bandas de color en las zonas donde se llevo a cabo la
reaccion Ag-Ac, lo cual indica la presencia de Ac's frente a cada una de as proteinas

propias del virus.
DESARROLLO DE LA TECNICA

« Las proteinas del virus se distribuyen segun su peso molecular, expresado en
kilodaltons, al ser aplicado un campo eléctrico en un gel de poliacrilaminda
(SDS-PAGE). '

« Las proteinas (P) y glicoproteinas (Gp) del VIH separadas se transfieren a una

membrana de nitrocelulosa, las cuales actian como antigenocs especificos.

« Las tiras (proteinas virales transferidas a nitrocelulosa) se incuban con el
material biolégico problema. Los anticuerpos, si es que existen, se unen a las
proteinas virales individuales correspondientes formandose el complejo Ag-Ac;
posteriormente [0 no reaccionante se elimina mediante lavados, y se le incor-
pora una anti-inmunoglobulina humana conjugada con una enzima. Se elimina

lo no reaccionante por medio de lavados y se agrega el sustrato de la enzima
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mas el cromogeno, y en caso de existir anticuerpos se observan bandas tefi-

das en las zonas en las que se llevo a cabo la reaccidn Ag-Ac,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo a ia casa comercial antes mencionada, nuestra interpretacion de resul-

tados se realiza de la manera siguiente:

POSITIVO 2Env Es importante usar:
2 Env £ Gag % Pol
Gag = Pol
Ga
1Env + Gag + Pal Control Positivo
INDETERMINADO Gag + Pol Control Indeterminado

Pol :
Ga Control negativo

NEGATIVO *no presenta ninguna banda
*banda no espeacificas

A continuacion se mencionan las ventajas y desventajas del Western-Blot.

VENTAJAS DESVENTAJAS
* Sensibilidad elevada *Tecnologfa Isborfosa
* Especificidad elevada * Requiere el uso de varios controles para la
comecta_interpretacion de los resultados.

TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA
Esta técnica, histoquimica o citoquimica, se aplica ampliamente para la bisqueda del

virus en 1a superficie y dentro de las células, asi como de sus anticuerpos en liquidos

biolégicos o en biopsias de los tejidos del paciente sospechoso de estar infectado.
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FUNDAMENTO

Se fundamenta en la conjugacion de antigenos o anticuerpos especificos con com-
puestos fluorescentes (fluorocromos); el conjugado resultante brilla al ser excitado por

radiacion de longitud de onda apropiada [69], (70}, [71].

Los compuestos fluorescentes comunmente utilizados son: el isotiocianato de fluores-
ceina y el isotiocianato de tetrametilrodamina, los cuales tienen espectros caracteris-
ticos de absorcidn y emisidn. Estos presentan una absorcion maxima en longitudes de
onda entre 490-492 nm. A continuacién se mencionan, en términos generates las

ventajas y desventajas de este método.

VENTAJAS DESVENTAJAS
* Sensibilidad elevada * Reactivos con corlo liempo de vida media

* Especificidad satisfactoria * Equipo costoso especializado.
* Ausencia de riesgo a la radiacién Experiencia para la Interpretacién de la prueba

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

También se conoce como inmunofluorescencia de un sdlo paso, y se utiliza para la
identificacién del VIH en biopsias de tejidos de los pacientes sospechosos de estar
infectados.

El anticuerpo marcado con el fluorocromo reacciona directamente con el antigeno
investigado, ya sea por medio de cortes de tejidos o suspensiones de células viables,
formandose la reaccion Ag-Ac. Las proteinas que no reaccionaron se eliminan por
medio de lavados y la preparacion resultante se observa en el microscopio de fluores-
cencia; las zonas fluorescentes indican la presencia de antigenos en la muestra anali-

zada.
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Esta técnica permite la identificacion de anticuerpos en el material bioldgico del

paciente sospechosa de estar infectado por VIH.

Se basa en agregar un primer anticuerpo no conjugado, presente en el suero o plasma
del paciente, al material biolégico conocido (Ag), formandose la reaccién Ag-Ac. Lo no
reaccionante se elimina por medio de lavados. En una segunda etapa, se hace reac-
cionar una anti-inmunoglobulina conjugada con un flusrocromo. Por ultimo se observa
con el microscopio de fluorescencia. Las zonas luminosas indican la presencia de
anticuerpos anti-VIH en el material bioldgico en estudio. En esta metodologia, el uso

del segundo anticuerpo genera una mayor sensibilidad.

TECNICA DE ELISA DIRECTA PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS P25

Esta técnica permite la deteccion de antigenos asociados al VIH-1 en el material bio-

légico utilizando el método de amplificacion de avidina-biotina [73}.

Indicaciones clinicas

Se utiliza en los pacientes asintomaticos. El desarrollo de antigenemia indica un mal
prondstico precedido por una disminucidn de los linfocitos T cooperadores (200-500
CD4+ células/imm?). Este pardmetro puede ayudar a introducir tratamientos anti-

retrovirales.

En pacientes con SIDA, se utiliza para el monitoreo de la respuesta a tratamientos

retrovirales y para el monitoreo de antigenemia; asi como para una valaracién inmune.
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En transmisién perinatal se utiliza para un diagnéstico temprano, ya que los anti-
cuerpos maternos indican l1a presencia del VIH durante los primeros meses de vida
detectando si e! bebé es asintomdtico o presenta seroconversion; asi también para
predecir el riesgo de transmision perinatal, el cual aumenta cuando la antigenemia en

la madre es positiva.

FUNDAMENTO

Se basa en la determinacion de antigeno (P25) en la muestra por analizar, y consiste
en cubrir la fase sdlida con un anticuerpo {anti-P25) no marcado, el cual se unira al
antigeno en el periodo de incubaclén. Se realizan lavados para eliminar lo no reac-
cionante, adicionandose un segundo anticuerpo marcado con biotina que reconoce un
epitope diferente del antigeno. Posteriormente, se incorpora una anti-inmunoglobulina
con avidina marcada con una enzima dirigida al anticuerpo biotinizado; mediante lava-
dos se elimina lo no reaccionante. Por Gitimo se adiciona el sustrato de la enzima mas
cromégeno y se cuantifica el desarrollo de color, el cual es directamente proporcional a

la concentracidn del antigeno presente en la muestra.

TECNICA DE ELISA INDIRECTA ANTIL-P 25

Detecta anticuerpos contra la proteina P25 del virus VIH-1 en e material biolégico [74).
Indicaciones Clini

En pacientes asintométicos, la disminucion del nivel de Ac’s anti-P25 nos indica que

avanzan las manifestaciones clinicas de la infeccion, las cuales se presentan méas

temprano que la reaparicion de la antigenemia. Cuando la concentracién de CD4 esta
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entre 200-500 células/mm3, el estudio del nivel de anticuerpos anti-P25 debe de

realizarse dos veces por afo.
FUNDAMENTO

Se basa en la determinacién de anticuerpos presentes en la muestra bioldgica, por lo
que el antigeno conocide (P25) es inmovilizado en la fase sdlida. Al llevarse a cabo la
reaccion Ag-Ac, se separa el excesc de anticuerpos por medio de lavados, y la
presencia de anticuerpo unido se demuestra mediante una anti-inmunoglobulina mar-
cada con la enzima. Posteriormente, se elimina lo no reaccionante por medio de
lavados y se mide la actividad enzimética adicionando el sustrato de la enzima mas
cromégeno; el desarrollo de color es directamente proporcional a la concentracién de

anti-P25 encontrada en la muestra.
REACCION EN CADENA CON POLIMERASA (PCR)
FUNDAMENTO

Se basa en llevar a cabo la amplificacién de un fragmento det ARN o ADN de la célula
de interes por medio de sondas iniciadoras (primer) una en cada extremo del
fragmento. Estas sondas sirven para iniciar la polimerizacion del ADN por medio de
una enzima termosstable, llevandose a cabo ciclos repetidos de desnaturalizacion de!

ADN — hibridaccion de las sondas —» sintesis enzimatica [75], [76], [77].

En términos generales, la desnaturalizacion se lleva a cabo entre 94-98 °C y ia sin-
tesis entre 70-75 °C. La temperatura clave es la de hibridacion, ya que si se usan
temperaturas muy bajas las sondas iniciadoras se hibridizaran indiscriminadaments, y

sl se usa una temperatura muy alta no habra una hibridizacion adecuada. Cada ciclo
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generalmente se |leva a cabo en 3 o § minutos; para completar 30 ciclos se requiere de

2 a4 horas.

La PCR permite detectar al ADN de hasta una séla célula aislada. Esta técnica promete
ser de gran utilidad tanto en el estudio de la patogénesis de la infeccién por VIH, como
para su diagnostico en la investigacion clinica dando una respuesta rapida, sobre todo
en la etapa llamada asintomatica, detectdndose material genético viral en células
infectadas en forma latente o en baja concentracion, Este estudio demuestra una sensi-

bilidad comparable al del cultivo viral y superior al de! ensayo por antigeno P25.

La PCR también estd siendo aplicada para estudiar e! efecto que tiene !a carga viral
sobre el cuadro clinico del paciente, seria de utilidad para estudiar la eficacia de los
tratamientos antivirales al permitir cuantificar la carga viral del paciente y durante el

curso del tratamiento.

A continuacién se mencionana las ventajas y desventajas de esta técnica:

VENTAJAS DESVENTAJAS
* Se utiliza en el diagndstica temprano | * Debido a l1a alla sensibilidad de Ia técnica,
del VIH las impurezas mas insignificantes pueden re-
* Es una técnica muy sensible. sultar en un alto nimero de falsos positivos.
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OBJETIVOS

Conocer la incidencia de portadores del VIH-1 en la poblacién pedidtrica del

Departamento de Oncologia del Hospita! Infanti! de México.

Determinar el nimero de casos de VIH-1 y su relacion con la sangre empleada

en ia transfusion.

Determinar si existe en esta poblacidon condicionamiento a la adquisicion del
VIH-1 por su estado inmunoldgico de inmunodeprimido por el cancer, el

tratamiento que reciben y las transfusiones.




PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODO

EQUIPO

Para llevar a cabo la determinacién de anticuerpos contra el VIH, en las muestras de
suero de los nifios incluidos en la presente investigacion se emplearon pruebas de
tamizaje como los métodos inmunoenzimaticos, en este caso se realizo la técnica de
ELISA, tercera generacién (Genelavia Mixt) de los laboratorios Diagnostic's Pasteur en
Paris y distribuida por Diagnostic's Pasteur de México. Para la prueba confirmatoria, se

empleo un equipo de Western-Blot (New Lav Blot) perteneciente al mismo laboratorio.

GENELAVIA MIXT (tercera generacion)

Esta técnica utiliza en la fase so6lida proteinas sintéticas recombinantes glicosiladas
(Gp 160, y Gp 41 para el VIH-1; Gp 36 para el VIH-2) y no glicosiladas, lo cual hace
que la técnica sea mas sensible, ya que emplea en su fase sdlida las proteinas virales

mas antigénicas, asi como un conjugado que posee anticuerpos contra IgG e IgM.

INSTRUMENTACION

Para la realizacion de la prueba ELISA (Ensayo inmunoenzimatico) en la determinacién
de anticuerpos contra el VIH se requiere de un sistema que permita el lavado correcto
de la placa de muestras después de a adicién de cada reactivo y de los periodos de
incubacién requeridos para que sea adecuado y no conduzca a resultados falsos. Por
tal motivo se empled el equipo automatizado de los laboratorios Diagnostic's Pasteur

empleando un sistema de lavado de microplaca del modelo LP-35 y un lector de micro-
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placa modelo LP-400. Las técnicas fuerdn realizadas en el laboratorio de Oncologia del
Hospital Infantil de México, Federico Gémez, durante 1992.

MATERIAL BIOLOGICO

Los nifios incluidos en la presente investigacion, con edades entre 2 y 15 arios, perte-
necen a la consulta externa del departamento de Oncologia. Esta investigacion se llevo

durante 1992 através de las siguientes etapas en orden cronoldgico:

« Recoleccion de muestras de sangre de los nifios en estudio (200), pero la
cantidad de muestras seleccionadas en este estudio fué de 149 debido a pro-

blemas técnicos.

» Procesamiento técnico de las muestras de la siguiente manera:
a) Centrifugar la sangre.
b) Separar el suero del paquete globular.
c) Fraccionar las muestras en alicuotas, para posteriormente congelarlas a

menos 70 °C hasta llevar a cabo el procedimiento técnico.

« Revisidn de expedientes clinicos de los niflos en estudio, de los cuales se obtu-
vieron los siguientes datos: nimero de registro, nombre, edad, sexo, diagnés-
tico, tipo de tratamiento (quimioterapia o radioterapia), condicién actual, ante-
cedentes de transfusiones.

« Andlisis de resultados.

« Elaboracidn del manuscrito.
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MEDIDAS PRECAUTORIAS

Los reactivos utilizados se manejaron como si fueran capaces de transmitir una infec-
cién. Por tal motivo el equipo utitizado durante el ensayo se desinfectd con una solu-
cién de hipoclorito de sodio al 2%. En la manipulacién de los reactivos y de las mues-
tras se aplicaron las buenas practicas de! laboratorio durante todo el desarrollo de las

técnicas.

DESARROLLO DE LA TECNICA

GANELAVIA MIXT ELISA INDIRECTA

En todos los casos se llevd a cabo el analisis de los sueros pertenecientes a los nifios
incluidos en este estudio. Se selecciond el numero de tiras necesarias (Sistema Micro
ELISA) de trabajo, de acuerdo al niimero de muestras para procesar sumando los
controles que son: control normal, control positivo, control positivo alto de corte, y
controles positivos y negativos de muestras. La placa consta de 96 pozos.

PROCEDIMIENTO

Se distribuyeron 80 microlitros de solucién diluyente de la muestra a cada pozo. Las

musestras se colocaron en el siguiente orden:
« 20 pl de suero control negativo en el pozo A1.

« 20 ul de controt positivo de corte a los pozos B1, C1, D1.

« 20 pl de contro! positivo alto de corte en el pozo E1.
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20 pl de las muestras por analizar a partir de F1. En el pozo nimero 94 se
adicionaron 20 pl de control negativo de muestra, en el 95 se colocé el contro!
indeterminado, en el 96 se adicioné el control positivo del VIH.

Se cubrio ta microplaca con tira adhesiva.

Se incubd durante 30 minutos a 40 °C.

A continuacion se lavd la placa con solucion diluyente de muestra tres veces.
Se adicionaron 100 pl de conjugado a cada uno de los pozos cubriéndose la
placa.

Se incubd durante 30 minutas a 40 °C.

La placa se lavd cuatro veces y se secd como en el procedimiento anterior.

Se prepard la solucidn de sustrato, justamente antes de usarse, distribuyén-
dose 100 yl a cada pozo.

Se incubd en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Se colocaron 50 pi de solucion de paro y se ley6 la placa a 492 nm/620 nm de

referencia.

El tiempo requerido para llevar a cabo la técnica fue de una hora y 30 minutos.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los criterios seguidos en la presente investigacion fueron los establecidos por el

proveedor y se mencionan a continuacién: a) Muestras con absorbancia menores al

valor de corte son consideradas como negativas. b) Los resultados obtenidos cerca-

nos al valor de corte deben ser interpretados con cautels; se sugiere un sequndo

cofyimiento el cual debe realizarse por duplicado de la muestra por analizar. ¢) Las
muestras con valores de absorbancia iguales o mayores al valor de corte son inicial-

mente consideradas como positivas. d) Se recomienda realizar las muestras por dupli-

cado antes de la interpretacion final. Si en éstas resultaran menores las absorbancias
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al valor de corte, la muestra se considera como negativa. e} Resultados negativos
indican que la muestra examinada no contiene anticuerpos VIH. f) Las muestras inicial-
mente reactivas que resulten negativas después de la repeticion del analisis se deben

volver a analizar utilizando una nueva muestra de suero del paciente.

CALCULOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

A continuacion se menciona la forma de realizar los célculos que deben hacerse para
dar los resultados del ensayo, segtin la casa fabricante. La presencia o ausencia de
anticuerpos para VIH-1 y/o VIH-2 se determina por la comparacidn de la absorbancia

de cada una de las muestras con los valores de corte calculados.

« Calculo del valor medio de la absorbancia de corte del suero control.

D.O(B1)+ D.ODY)

D.OR4 = 3
R4 Control positivo de corte.
D.0 Densidad 6ptica.

B1,C1,D1 Sueros control de corte.
« Calcular el valor de corte, éste valor esta dado por el cociente;

D.OR4
10

« Ensayos validos.
El suero del control negarivo debe ser menor al 70% del valor de corte abte-
nido. Un resultado positivo indica que la muestra contiene anticuerpos para
ViH-1 y/o VIH-2. La naturaleza exacta de estos antid.lerpos pueden ser confir-
mados por medio de Jos KIT ELAVIA AC Ab-AK-1 (para VIH-1) y ELAVIA AC
Ab-AKIl (para VIH-2), por ejemplo. Para descriminar el tipo de VIH que presun-
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tivamente causa la seraconversién. Para confirmar la positividad es necesario

que la muestra se sometida a la técnica de Western-Blot.
PRUEBA CONFIRMATORIA

La prueba confirmatoria desarrollada en este trabajo fué la de Western-Blot, o tamblién

llamada método de Electroinmunotransferencia.
DESARROLLO DE LA TECNICA.

El reactivo emplead'o en el desarrollo de la técnica fué New Lab Blot 1, el equipo

utilizado pertenece al distribuidor anteriormente mencionado.

« Se seleccion6 el numero de tiras de trabajo de acuerdo al nimero de muestras
y controles utilizados, colocédndose dentro de su correspondiente canal.

« Posteriormente se realizé una dilucién 1:5 de la solucidn diluyente de 1a mues-
tra con agua destilada para hidratar las tiras por 5 minutos con agitacion cons-
tante.

« A continuacion se colocaron 20 ul de muestra (suero o plasma) y controles
segun corresponden.

« Se incubaron las tiras dos horas a temperatura ambiente con agitaciéon cons-
tante.

e Las tiras se lavaron con 2 ml de solucién diluyente 1:5 y se removié en segui-
da, realizdndose tres lavados de las tiras con intervalos de incubacién de &
minutos cada una.

« Se adicionaron 2 ml de conjugado a cada uno de los canales.
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« Se llevd a cabo una incubacién a temperatura ambiente durante una hora con
agitacion constante.

« Al finalizarse la incubacion se procedit a realizar nuevamente e! lavado de las
tiras como en el sexto punto.

« Se colocaron 2 ml de sustrato + cromégeno por medio del cual se observa fa
presencia de bandas de precipitacion, llevandose a cabo una incubacién de 5
minutos con agitacioén constante. La reaccién se detuvo al adicionarle agua
destiladz tres veces a cada uno de los canales.

+ Finalmente se secaron las tiras.
El tiempo requerido en la realizacion de esta técnica fué de cuatro horas.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La presencia de anticuerpos contra las proteinas constitutivas del VIH-1 en 1a muestra
queda demostrada mediante la aparicién de bandas coloridas (azul-violeta). La posi-

cién corresponde a los pesos moleculares de las proteinas virales que se enlistan en la

sigulente tabla
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NOMBRE GENOMA NATURALEZA ASPECTO EN
WESTERN-BLOT
Gp180 Env Glicopretelna precursora de | bandas claras
Gp120 y Gp41
Gp 110\120 Env Glicoproteina de envoltura bandas con bordes difusos
pag Pa1 Transcriptasa reversa bandas claras
pss Gag precursor de 1as proteinas bandas claras
dei core
ps52 Pol Proleasa bandas claras
Gpa1 Env Glicoproteina de trans- bandas difusas
membrana
p40 Gag Precursor de las proteinas banda clara
del core
pad Pol Endonucleasa bandas claras
p24\25 Gag Proteina del core bandas claras
pig Gag Proteina del core bandas claras

Criterio de interpretacion de resultados de Western-Blot de acuerdo ala O.M.S. yala

casa comercial.

INTERPRETACION BANDAS
B 2 Env
Positivo 2 Env * GagzPol
Gag#Po!
Gag
1 Env + Gag+ Pol
Indeterminado Gagzt Pol
Gag
Pol

Negativo - no hay presencia de bandas
- bandas no especificas

Resultados indeterminados nos pueden indicar las siguientes alternativas: a) Se trata
de un VIH-2; y b) Se presenta una reaccién cruzada con otros retrovirus. La repre-
sentacion de la distribucién de las proteinas en la tira se esquematiza en la siguiente
figura.
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GPIBO
GPIIoV20
p8s

PSS

ps2

Gpa1

Gp4o
p34

p2s

P18

Es importante usar tanto e! control positivo como el negative para identificar las prote-

inas referidas en al figura anterior.

RESULTADOS

A continuacién mencionaremos los resultados obtenidos, los cuales estdn compren-
didos en 149 muestras analizadas; observéndose que 87 correspondieron al sexo mas-
culino y 62 al femenino. La edad comprendida en este estudio fué de 2 a 15 afios,
como se esquematiza en la siguiente grafica.

ENFERMEDADES ONCOLOGICAS

El 75.1% (113 muestras) del total correspondieron a malignidades HematolGgicas,

‘como se muestra en la siguiente tabla:
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RELACION DE LOS GRUPOS DE EDADES
COMPRENDIDOS EN NUESTRO ESTUDIO

EDAD EN ANOS N*DE CASOS

6 7 8 9 10 1 12 13 14
EDADES CORRESPONDIENTES EN AROS




CASOS HEMATOLOGICOS

Padecimientos No. de casos | %del total de casos
Leucemia aguda 60 40.26
lifoblastica
Leucemia aguda no 20 13.42
linfoblastica
Enfermedad de Hodgkin 18 18.08
Linfoma no Hodgkin 15 10.07

% del total de casos= 75.1

Ei 24.9% de los casos (36 pacientes) correspondieron a tumores solidos, como se

muestra en |a siguiente tabla.



TUMORES SOLIDOS

Padecimientos No. de casos %del total de
casos
Tumor del sistema 1 7.4
nervioso central
{Astracitoma)
Tumor de Wilms 8 5.4
Nefrablastoma
Ostiosarcoma 5 3.35

(Sarcoma 6ss0)

Histiocitosis X 3 2.02
Rabdomiosarcoma 3 2,02
(sarcoma de partes

blandas)
Retincblastoma (tumor 2 1.34

maligno en retina)

Tumor de células 2 1.34
germinales (ovario)

Neuroblastoma (tumor 1 0.67
del sistema nervioso
periférico)

Hepatoblastoma 1 0.67
(tumor maligno del

higado)

Total=24.9%

Todos los pacientes se encuentran en seguimiento por tratamiento de quimioterapia.

L.os casos se encuentran tabulados en la siguiente grafica.
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ENFEAMEDADES ONCOLOGICAS
REGISTRADAS EN LOS NINOS DE ESTUDIO

pt .
56 1 LEUGEMIA AGUDA LINFOBLASTICA
2 LEUCEMIA AGUDA NO LINFOBLASTICA
54 3 ENFERMEDAD DE HODGKIN
52 4 LINFOMA NO HODKIN
50 5 TUMOR DEL SISTEMA NERVIDSO CENTRAL
@ 6  TUMORDE WILMS
7 OSTIOSARGOMA
46 8 HISTIOCITOSIS X
44 S RABDOMIOSARCOMA
42 10 RETINOBLASTOMA
11 TUMOR DE CELULAS GERMINALES
40 12 NEUROBLASTOMA
38 HEPATOBLASTOMA
3
34
32
30
28
26
24
2
20
18
16
14
12
10
8



TRANSFUSIONES

En cuanto a la administracién de transfusiones éstas se realizaron en 146 pacientes

enlistados a continuacién.

Transfusiones Tipo de transfusion % de transfundidos
146 97.9
53 tres unidades de paquete globular 35.6
93 politransfundidos con: derivados 62.3
saguineos, piasma, conc.
_plaguetario y paquete globular.

En tres de los casos analizados no se registro transfusion alguna. Estas unidades de
derivados sanguineos correspondieron a donadores que se examinaron por la prueba
de ELISA Behring Enzignost HIV-1 micro, durante 1880-1981, en la cual se reportaron

resultados negativos de las unidades a ser transfundidas.

TECNICAS EFECTUADAS

A las muestras estudiadas se les realiz6 la prueba de ELISA tercera generacitn, en un
corrimiento simultdneo con un control positivo y negativo externo, adicionales a los que
indican los controles de ensayo. Se realizé un primer ensayo de ELISA, en el cual se
observaron cuatro muestras positivas y dos consideradas como dudosas debido a que
estas ultimas se encontraban cercanas al valor de corte. Posteriormente se efectud un
segundo corrimiento con la técnica empleada a los seis casos antes mencionados, se
observaron cuatro muestras positivas y dos negativas, por io que se descartaron las

consideradas como dudosa. Los resultados se esquematizaron en el siguiente cuadro.
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RESULTADO DE LAS PRUEBAS REALIZADAS
ELISA
No. de 1er. y 2do. y W n-Blot
pacientes
1 dudosa negativo
2 dudoso negativo
positivo

3 positivo positivo bandas Gp120,

Gp41, p24, p18

4 positivo positivo indeterminado

Gp41, pi18
5 positivo positivo indeterminado
Pés
6 positivo positivo indeterminado

A las cuatro muestras positivas por método de ELISA se decidio efectuarles la prueba
confirmatoria Inmunoelectrotransferencia {Western-Blot), obteniendose los resultados

siguientes:

w47 8



No. del | Band G Resultado | Edad\Sexo | Diag Condicié
p te actual
3 Gp120
pa1 Env+ Fallece
P25 Gag+ positivo 8\m Hepato Nov.92
p18 Gag blastoma por infec-
ciones
oportu-
nistas
Gp41 Env+
4 p18 Gag Indetermi- M Tumor de Fallece
nado células en feb.93
germinales sin
quimiote-
rapia
5 p68 Pol Indetermi- oM Astrocitoma Con qui-
nado miotera-
pia
6 p68 Pol Indetermi- 4M Tumor Con qui-
nado de miotera-
Wilms pia

Tanto en el caso considerado como positivo, como en los tres casos de indetermi-

nados, el antecedentes de transfusion fué de politransfundidos durante el afio de 1991

descartandose otras causas de contagio del VIH-1 (drogadiccién por via intravenosa,

hemofilicos, por abuso sexual) exceptuando transfusiones y via perinatal.

Se realiz6 investigacién retrospectiva en banco de sangre del Hospital Infantil de

Meéxico, encontrandose que las unidades de sangre transfundidas a estos pacientes

durante el afio de 1991 fuerdn reportadas como negativas a la presencia de anti-

cuerpos anti ViH.
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DISCUSION

Al realizar este trabajo nos enfocamos en la transmision de VIH a través de los
productos transfundidos a pacientes inmunocomprometidos con céncer. Por los arti-
culos referidos sabemos que al realizarle transfusiones con sangre contaminada por
VIH a este tipo de poblacion, este virus afecta al organismo inmunodeprimido mutando
rapidamente, en particular el gen de la envoltura, provocando que se potencie la viru-
lencia. Por tal motivo, se cree que se presenta una seroconversion temprana después
de la transfusién recibida [78), [79]. Las manifestaciones clinicas de la infeccion con
VIiH en esta poblacién ocurren aproximadamente de 1 a 2 afios después de recibir los
productos contaminados, potenciado por el tratamiento que reciben estos pacientes ya

que por lo general se les administra quimioterapia o radioterapia.

En el estudio realizado se observaron cuatro muestras consideradas como positivas
por el método de ELISA de tercera generacion. Se les efectud la prueba confirmatoria
Western-Blot en la cual se observd una muestra con patrén positivo y tres con patrén
considerado como indsterminado. En la muestra positiva, el nifio se encontraba bajo
esquema de quimioterapia con enfermedad primaria de un hepatoblastoma, en ei cual
no se presentd actividad tumoral, pero si pancitopenia e infecciones oportunistas; esto
transcurrié aproximadamente en el lapso de seis meses. El espacio comprendido entre
la primera transfusion recibida fué de un afio cuatro meses,- y fallece seis meses des-
pués de recibir la ditima transfusion. Lo anterior nos hace pensar que la seroconver-

sién que se presentod fué temprana y potenciada por el tratamiento.

El paciente con enfermedad primaria de tumor de células germinales, cuya muestra fué
considerada como indeterminada con las bandas Gp 41 y P18, recibi6 quimioterapia.

En este niflo se empez6 a observar que presentaba infecciones por Candida en la
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zona esofégica; posteriormente se decidi6 suspenderie el tratamiento de quimiotera-
pla, no obstante continuaron apareciendo infecciones oportunistas. Lo anterior se em-
pezé a manifestar en un promedio de un afio y seis meses, mientras que el lapso
transcurrido entre la primera transfusion recibida fué de dos aflos y tres meses, y la
ditima fué de ocho meses. La muestra analizada fué tomada siete meses antes de
morir el nifio. Se piensa que tal vez pudo presentar una seroconversién, pero no se
comprobd debido a que no fué posible la obtencidn de una segunda muestra de
sangre, ya que se [es di6 aviso a los padres del niflo para que se presentaran en el
departamento de Oncologla; aproximadamente un mes después, el padre notificéd que

el nifio habia fallecido en el mes de febrero de 1993.

En los otros dos casos considerados como indeterminados, estos pacientes se en-
cuentran bajo esquemas de quimioterapia. E! tiempo transcurrido desde su primer
transfusién recibida fué de dos afos; hasta la fecha no se ha observado actividad
tumoral ni tampoco infecciones por oportunistas. Estos pacientes se encuentran bajo

seguimiento para detectar el momento en el que se presente una seroconversion.

Los cuatro casos anteriores fueron considerados como politransfundidos, se descarta-
ron todas las fuentes de infeccidn (drogadiccién por via intravenosa, abuso sexual, he-
mofilicos), excepto las transfusiones y via perinatal, debido a que no fué posible obte-
ner muestras sanguineas de los padres; sin embargo, el intervalo entre las infecciones
y la aparicién de los sintomas de! SIDA declarado es més corto en los nifios que en los
adultos, y menor en los infectados por via perinatal, Por esta via es més corto que el
intervalo promedio (siete afics) en los nifios estudiados. Por tal motivo, es dificil pensar
como fuente de infeccién la via perinatal (84]. En algunos niftos trans-fundidos, la
aparicion de! SIDA se ha retrasado sustancialmente (siete afios y medio) [86].
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Nuestros resultados hacen notar que en los pacientes con una enfermedad neoplasica
y politransfundidos existe una mayor probabilidad de que el virus se manifieste mds
répido que lo usual.

Las multiples transfusiones favorecen la infeccin por VIH, presentandose infecciones
por oportunistas que se observan frecuentemente en los pacientns con cancer y en
pacientes portadores del VIH. Esto puede prestarse a confusién con la enfermedad

primaria {céncer), sin sospecharse de la presencia de} VIH.

t a frecuencia de infecciones por VIH através de multiples transfusiones realizadas en
nuestra poblacion de estudio fue de 0.67% en el patrdn positivo, y de 2.02% en el
indeterminado. Este mismo estudio se realizé también en la Central Regional de
Servicio de Sangre de la Cruz Roja Estadounidense en Ohio {78), obteniéndose resul-~

tados similares a los nuestros.

Es importante mencionar que a 10s donadores de sangre se les efectud la prueba de
escrutinio (ELISA), obteniéndose resultados negativos. Aunque s posible que de ha-
ber sido donadores que se encontraran en fase asintomatica, no pudieran ser detec-
tados por la técnica empleada, presentandose falsos negativos. Aln no se cuenta con
técnicas de escrutinio especificas para detectar la etapa asintomatica. La técnica
empleada en este estudio es capaz de detectar a portadores del VIH en las primeras
fases de la etapa de seroconversion, pero no en la asintomatica. Esta técnica debe de
ser reforzada con pruebas confirmatorias como Westemn-Blot, y de inmunofluores- .
cencia.

Debido a la gran problemética que continia presentandose en cuanto al contagio del

VIH por transfusiones, se sugiere el empleo de técnicas con una alta sensibilidad y
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especificidad que sea capaz de detectar a portadores del ViH en fase asintomatica, las
cuales sean usadas en pruebas de escrutinio [73), [74].

Una de las técnicas que ha presentado buenos resuitados para la deteccién en fase
asintomatica del VIH, es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [76}, la cual
seria de gran ayuda para abatir esta fuente de transmision; sin embargo en la actua-

lidad se encuentra en fase de desarrollo.
Toda prueba que se lleve a cabo debe ser potenciada con (a buena realizacion de las

técnicas, para ésto es muy importante el adiestramiento adecuado del personal que

participa en la realizacion de las mismas.
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CONCLUSIONES

En el estudio realizado, llegamos a las siguientes conclusiones:

Efectivamente los productos sanguineos continuan siendo una de las fuentes
de infeccién del VIH. Esto se favorece en los pacientes con padecimientos

oncolégicos o por el tratamiento recibido.

Probablemente, por el estado inmunolégico de 1a poblacion estudiada la etapa
asintomatica es mas corta, y como consecuencia la seroconversion se presen-
ta mas répido, ésto puede correlaciona r en lo observado, particularmente en

uno de los casos analizados.

La frecuencia de infeccion por VIH através de transfusiones en ia poblacion de
estudio fué baja, tanto en patrén considerado como positivo como en los inde-
terminados. Los casos considerados pudieran tener una relacién con los pro-

ductos sanguineos transfundidos.

Para tener un mejor control de esta via de transmisién se requiere del imple-
mento de técnicas de escrutinio que muestren mayor sensibilidad y especifici-
dad en donadores de riesgo, y que sean eficientes para detectar la etapa
asintomatica.

Es necesario que se sometan los productos sanguineos a técnicas de inactiva-

cién de virus para disminuir esta via de transmision.
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