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I. INTRODUGCION

1. EPIDEMIOLOGIA DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA/
SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA {VIH/SIDA),

A finales de 1999 se reportd por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas en
VIH/SIDA (ONUSIDA) que 33.4 milones de adultos y nifios tenian el virus de
inmunodeficiencia humana/ sindrome de inmunodeficiencia adquirida (VIH/SIDA), y de los
cuales ya han muerto 13.9 millones " ?. Se calcula que cerca de 16,500 nuevas infecciones
con el VIH ocurren cada dia. Quinn T.% sugiric en 1996 que si no se encontraban
eslrategias de prevencion efectivas en esos momentos, para el afio 2000 habria mas de 40
millones de hombres, mujeres, nifios y nifas infectados con el VIH.

En México hasta el 1o. de diciembre de 1999 se han presentado 39,581 casos de SIDAY,
l-a mayor parte de estos casos ocurrid en personas de 20 a 39 afios de edad, de los cuales
75% correspondio a hombres, 14% de los casos a mujeres y 817 casos corresponden a
nifos y nifas mencres de 15 anos. De estos Ultimos el 59.4% se infectd por via perinatal,
37.2% por transfusion sanguinea, 13.3% por productos sanguineos y 3.4% por abuso
sexual.

La proporcion hombre/ mujer es diferente segin los grupos de edad. En el grupo mas
afectado (25 a 39 anos) esta proporcion se encuentra entre seis y ocho hombres por cada
mujer afectada, mientras que en el grupo de menores de 10 afios la proporcion es de 1.1 6
de 2:1%°¢

2 -PATRONES DE TRANSMISION

La transmision del VIH puede darse a través de tres vias: a) La sexual puede ser por
contactc homosexual o heterosexual, este tipo de transmisidn ocurre con una eficiencia de
0.01 a 1.0% y representa alrededor del 80% de todos los casos de infeccion por VIH en e!
mundo, b) La via sanguinea puede ser por transfusién sanguinea y liene una eficiencia de
transmision mayor a 90%. La fransmision por la via sanguinea también abarca el

transplante de érganos, inseminacién artificiat y transmision por derivados sanguinecs. Sin



embargo, la eficiencia de transmision por estas rutas no esta bien definida. En global la via
sanguinea representa 5-10% del total de los casos mundial 7 y c) La via perinatal o
transmisién materno-infantil (TM-1) del VIH, la cual puede ocurrir in utero, durante el
momento de parto o por la alimentacion con leche materna. La eficiencia de Ia transmision
perinatal del virus es de 15 a 40% segun [a regidn geografica de la que se trate. En paises
de Europa se reporta un rango de transmision del VIH de la madre a su hijo de 15-20% ¥
en EUA, antes de 1994 entre 17-25% °, mientras que en paises en vias de desarrolio la
TM-i es més eficiente presentando un rango de 25 a 40%'°. En el caso de México, no se
dispone de datos confiables respecto al nimero de personas infectadas con el VIH y por lo
tanto no se conoce el porcentaje de mujeres que transmiten el virus a sus hijos. Esta via de
transmision representa un 3%-5% del total de casos a nivel mundia! *'.

La eficiencia de transmisidn de cada una de estas vias esta influenciada por la cantidad de
virus infeccioso, (virulencia e infectividad), por factores relacionados con el huésped
{susceptibilidad y respuesta inmune) y por factores ambientales (geogréficos, econdmicos,

culturales, sociales y politicos)'.

3.- TRANSMISION MATERNO-INFANTIL DEL VIH.

La TM-l del VIH es un fenomeno complejo, diversos estudios publicados refteren la
participacion de malliples factores en fa madre que han sido relacionados con un mayor o
menor riesgo de TM-1 del VIH, lo que se ve reflejado en la gran variabilidad de eficiencia de

la misma reportada mundialmente.,
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Los factores maternos que han sido relacionados con un mayor o menor riesgo de la

transmision son:

1.- Factores inmunes.-

La TM-I del virus esta relacionada de una manera muy importante al estado de! sistema
inmune y a la respuesta inmunclogica ante 1a infeccién de la madre. Varios reportes han
demostrado que a menor nimero de linfocitos T CD4’ en sangre periférica mayor riesgo de
transmision, sin embargo, no esta definido un valor celular limite que indique si habra o no
transmision ' 14

Un area que ha recibido mucha atencidn es ei estudio de los anticuerpos neutralizantes del
VIH presentes en la madre al momento del nacimiento, tema que ha sido abordado por
numerosos investigadores y cuyos resuitados son contradictorios, por ejemplo:

- Scarlatti y colaboradores *" %, correlacionan la transmision del virus con niveies bajos o
ausencia de anticuerpos neutralizantes maternos contra virus autélogos,

- Kenneth y colaboradores '> encontraron una mayor actividad neutralizante en los sueros
de las mujeres no transmisoras contra virus prototipo Lai y utilizando la linea celutar MT-2
como células blanco.

- Devash y colaboradores '® y Rubinstain y colaboradores '’ encontraron que, la presencia
de anticuerpos de alta afinidad y avidez contra el dominio principal de neutralizacidon de ia
regién V3 de la cepa viral MN, en mujeres en etapa final del embarazo, estan asociados
con la protecciéon de la infeccion en el nifo.

Estos resultados nos sugieren que la presencia de anlicuerpos neutralizantes contra el VIH
pueden estar relacionados con un menor riesgo de fa TM-I de este virus. No obstante, los
estudios realizados por Mabondzo y colaboradores ?' y Goedert y colaboradores ' quienes
estudiaron la presencia de anticuerpos neutralizantes contra virus autbloges y heterdlogos
empleando un sistema de células sanguineas periféricas y macrofagos y no encontraron

diferencias significativas entre madres transmisoras y no transmisoras del virus.



La interpretacién de todos estos resultados se complica tanto por las diferencias
metodologicas entre los distintos estudios, como por la gran variabilidad antigénica del virus
que induce cambios de reactividad de los anticuerpos en el transcurso del tiempo.

También ha sido estudiada la reactividad de anticuerpos maternos contra los diferentes
componentes virales. Kenneth y colaboradores ' estudiaron ia reactividad de los sueros de
mujeres VIH-positivas contra distintos péptidos de la region carboxilo terminal de la
glicoproteina transmembranai del VIH-1, la gp41 y encontraron mucho mayor reactividad en
los sueros de las mujeres no transmisoras. Mann y colaboradores '® encontraron que la
presencia de anticuerpos de la subciase [gG2 contra la glicoproteina viral gp160, y los
anticuerpos de tipo IgE contra la proteina viral p66 en suercs de mujeres embarazadas se
correlaciona con la transmision del VIH a los nifios.

Otros estudios han abordado el tema de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), sin embargo, no se ha visto que ésta tenga un papel importante en la transmision

¥ no encontraron relacién entre la

materno- infantil del VIH **. Mabondzo y colaboradores
capacidad de los anticuerpos para mediar la ADCC vy la capacidad para inducir la
proteccion en los nifios.

Con respecto a la respuesta inmune celular, se ha visto que 1a funcion de los linfocitos T
citotdxicos (CTL) ya sea durante la infeccion primaria o durante el periodo asintomatico es
eliminar células infectadas can el virus lo cual ocasiona una disminucioén de la replicacion
viral ”*. Con tal antecedente, es posible pensar que !a presencia de actividad citotoxica
especifica contra células infectadas con el VIH ya sea durante el periodo de embarazo o

durante el parto pudiera estar relacionada con un bajo riesgo en la transmisién.

2.- Factores virales

La deteccion del nimero de copias de RNA viral presentes en el plasma de un individuo
infectado con el VIH, nos da una medida para determinar los niveles plasmaticos de virus.
L.a correlacion entre los niveles plasmaticos de virus y el riesgo de transmision al recign
nacido ha sido extensamente estudiado.

Se ha encontrado gue un incremento en 1os niveles de RNA viral plasmaticos en la madre

estan relacionados con un riesgo mayor de transmisién. Zollner v colaboradores **



encontraron gue en 4 mujeres con valores de mas de 100,000 copias de RNA viral/ mL de
plasma en el momento del parto, transmitieron el virus a sus hijos, mientras que mujeres
que presentaban niveles de RNA viral por debajo de las 100,000 copias, 17 de 19 no
transmitieron el virus a sus hijos.

Existen otros estudios como el de Thea y colaboradores ** en el cual también encuentran
diferencias en los niveles de carga viral entre el grupo de mujeres transmisoras y el grupo
de mujeres no transmisoras (16,000 copias de RNA vs 6600 copias de RNA
respectivamente}.

La deteccidn de los niveles de RNA viral plasmaticos en la mujer embarazada resulta ser
una herramienta importante para predecir el riesgo de infeccién del nifio. Asi pues, se ha
correlacionado que niveles de RNA plasmaticos elevados en la madre estan asociados con
un mayor riesgo de transmsion del VIH al feto o recién nacidos. No obstante, se han
detectado casos de infeccion perinatal aun en mujeres gque tienen valores de RNA viral
plasmaticos muy bajos o indetectables %

Los aislados virales pueden distinguirse de acuerdo a la capacidad replicativa vy
citopatogenicidad en células sanguineas mononucleares periféricas {CSMP) y en lineas
celulares.

Scarlatti y colaboradores 7" ?® clasificaron a los aislados virales de mujeres gestantes en a)
bajos/lentos si eran capaces de replicarse en CSMP y en la linea celular Jurkat-tat y b)
altos/rapidos si eran capaces de replicarse en al menos una linea celular adicional (Jurkat,
CEM, U937 clona 2 o MT-2). Los resultados obtenidos por estos autores fueron que las
madres que transmitieron e! virus a sus hijos tenian aislados virales altos/rapidos, mientras
que las mujeres que no transmitieron e! virus a sus hijos tenian aislados virales bajos/
lentos.

Los virus linfotrdpicos son aquellos virus capaces de inducir sincicios en una linea celular T
y se consideran como virus inductores de sincicios (IS), mientras que los virus
macrotrépicos son aquellos virus que no son capaces de crecer en lineas celulares T y no
forman sincicios (NIS) *.

Virus maternos con una cinética de replicacion alta y propiedades citopaticas asociadas al
fenotipo 1S han sido considerados como un factor de riesgo para la transmision °. Sin

embargo, se ha reportado que virus maternos NIS, también son capaces de transmitirse al



nifio *. Esto podria explicarse considerando que la capacidad replicativa y no ia capacidad
IS sea la principal determinante en la TM-| del VIH.

En cuanto al genotipo viral materno se ha observado que una mutaciéon especifica en la
region variable V3 del gen env del VIH obtenida directamente de DNA proviral en CSMP .
{Arg318 por serina, ieucina o lisina) estd presente principalmente en las mujeres no

transmisoras (5 de 11 mujeres no transmisoras y 1 de 10 mujeres transmisoras)®'.

3.- Factores clinicos/ obstétricos

Dentro de los factores clinicos/ obstétricos que pueden aumentar e! riesgo de TM-[ del ViH
estan;
-Infeccion primaria con e! VIH e un estado avanzado de la enfermedad.- Durante
estos periodos hay un aumento de los niveles de RNA plasmaticos y una
disminucion de linfocitos T CD4+ circulantes en sangre.
- Co-infecciones: la presencia de otros agentes infecciosos tales como el virus de la
hepatitis C o el virus del Epstein-Barr > ",
- Eventualidades durante el parto: ruptura de membranas prolongada {mayor de 4h),
rompimiento de placenta, corioamnioitis, parto natural y procedimientos invasivos *%.
Estas eventualidades sélo pueden estar asociadas cuando la transmisidn ocurre en
el momento del parto y no cuando |la transmsién haya ocurrido en Uterc o por

alimentacion con leche materna.

4 .- Factores nutricionales

La deficiencia de vitamina A y de otros micronutrientes como el zinc y el folato han sido

asociados con un mayor riesgo de TM- del VIH-13.

Empleando resullados obtenidos con el estudio de ofros agentes infecciosos como
toxoplasma , rubéola o parvovirus, se ha desarrollade un modelo hipotético de la

transmision materno-infantil del VIH ***°,



MODELO DE TRANSMISION VERTICAL
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Figura. 1. Modelo hipotético de transmision verticai.

La figura 1 ilustra un modelo hipotético de la transmision perinatal del ViH-1 desarrollado
por Bryson * donde se indica que los cambios en el riesgo de transmisién estan
relacionados con la duracidén de la infeccion en la madre y con los factores virolégicos e
inmunoelégicos de ésta.

El estado clinico ha sido clasificado por el Centro para el Control de Enfermedades de
Atlanta (CDC), en 3 categorias:

- La clase A corresponde a la infeccidn primaria con VIH.

- La clase B corresponde al periodo asintomatico de infeccion por VIH.

- La clase C corresponde a !a progresion de la enfermedad hasta el desarrollo del SivA.

El eje X se refiere al estado clinicc y estad relacionado con el tiempo transcurndo de
infeccion El riesgo relativo de transmision se grafica en el eje Y, puede considerarse mayor
cuando la carga viral esta en niveles mas altos y asociada con una baja inmunidad
mediada por células o anticuerpos neutralizantes, lo cual es consistente con los datos de
que mujeres con una infeccion primaria o un estado avanzado de la enfermedad tienen un
mayor riesgo de transmision, La mayaria de las mujeres infectadas, si se reproducen, lo

haran antes de estar enfermas {clase C}. Este modelo propone que ta capacidad para



preducir anticuerpos neutralizantes contra las particuias virales es un proceso dinamico y
esta relacionado con la carga viral dependiendo del estado del sistema inmune de la
madre. Se ha reportade que los anticuerpos neutralizantes maternos son capaces de
neutralizar cepas virales previas, no asi a las nuevas cepas virales que se estan

produciendo continuamente®.

- INMUNIDAD DEL FETO/ NINO

Se sabe que la TM-1 del VIH puede ocurrir en Gtero, via infeccién transplacentaria hacia el
feto, durante el momento del parto por contacto con sangre y/o secreciones vaginales y por
alimentacion con leche materna.

La transmision pudo haber ocurride en dtero si el VIH es detectado por PCR o cocultivo
dentro de las primeras 48 horas de vida del recién nacido,

La transmision pudo haber ocurrido durante el parto si el VIH es detectado por un PCR o
cocultivo positivo después de los 7 dias del nacimiento, siempre y cuando el nifo no haya
recibido alimentacion con leche materna.

Estos criterios estan basados en el hecho de que, el intervalo de tiempo requerido entre el
momento de la infeccién y la capacidad para detectarla, esta dado por el nimero de ciclos
de replicacion viral e infeccion de nuevas células que se necesitan para alcanzar niveles
suficientes de virus integrado en células circulantes para ser detectable por PCR o
cocultivo.

Se propone que en el caso de la transmisidn in Utero este lapso de tiempo de infeccion-
replicacién-deteccion ya ocurrid para el momento del nacimiento, sin embargo factores
intrinsecos dei hospedero o del virus tales como cantidad del indculo, caracteristicas
genotipicas de la cepa viral infectante, geneética del hospedero, respuesta inmune,
susceptibilidad de las células blancoe o el uso de antiretrovirales pueden influir en este
periodo de tiempo.

Existen evidencias de que la transmision puede ocurrir en utero, ya que se ha logrado
identificar el virus en tejido fetal desde ias 8-12 semanas de gestacion incluyendo nodutos
linfaticos, cerebro y timo **. El mecanismo exacto por el cual ocurre Ia infeccion en el feto

se desconoce.



Se ha reportado que durante las primeras 18-20 semanas de gestacion el feto es capaz de
responder a agentes infecciosos con factores inmunes clasificables en tres niveles.(Tabla
1).

Tabla 1. Niveles de inmunidad en el feto

1er NIVEL 20. NIVEL 3er NIVEL
{INESPECIFICO) {CON POCA ESPECIFICIDAD HACIA  (CON ALTA ESPECIFICIDAD HACIA
ANTIGENQS) ANTIGENOS)
Leucocilos Céluias CD5" B1 Células CD5 B1™convencionales”

polimorfonucieares

Monaocitos/macrofagos Céiulas CD5 B1 Céiulas T «ff

Ceélulas asesinas Células T y6 (CD4" y CD8") Algunas citocinas

Eosinofilos Mongocinas y linfocinas IgM polimeérica
Basofilos/células cebadas Complemento ( via natural) sigA monomerica y polimeérica
Interferon a y 3 IgM monomérica y polimerica lgG

Monocinas IgA polimérica (secretoria) IgE

Complemento (via
alternativa)
Proteina C reactiva

Fibronectina

Las células CDS B1 “convencionales y ias células T 4 estan presentes en el feta normal. generalimente en una forma

na aclivada

El primer nivel comprende los factores inespecificos de resistencia del huésped tales como
{as células fagociticas.

El segundo nivel comprende células B1 CDS’, las cuales representan la mayoria de las
células en el feto y producen los autoanticuerpos, factor reumatoide y primordialmente
anticuerpos de tipo igM. La regulacion de la respuesta de estas células contra antigenos
propios o contra los anticuerpos maternos de tipo IgG transmitidos transplacentariamente
probablemente sea mediado por acciones supresoras de las células T gamma-delta v
células T "nativas” no aclivadas presentes en el feto.

Cuando hay una infeccion transplacentaria las células de cualquiera de los tres niveles de
inmunidad son activadas y producen distintas citocinas e inmunoglcbulinas. Asi pues, una
infeccion sifiiitica adquirida en el segundo trimestre podria inducir una respuesta fagocitica

Y



inespecifica (nivel 1); incremento en los autoanticuerpos, inmunoglobulinas de tipo IgM
contra [a [gG materna (nivel 2) y anticuerpos especificos anti-treponema (nivel 3)%.
Actualmente no hay ningtin estudio publicado con respecto a los niveles de inmunidad con
los cuales el feto es capaz de responder al VIH. Se ha reportado que algunos nifios nacidos
de mujeres infectadas poseen respuesta celular especifica contra el virus, esto se ha
determinado tanto por ensayos de linfoproliferacion *’ como con ensayos de citotoxicidad.
En el caso de los nifios infectados se ha demostrado que son capaces de montar una
respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) VIH-especificos. La deteccion de esta respuesta
en celulas sanguineas mononucleares periféricas {CSMP) de cordon umbilical y en CSMP
de sangre periférica tomada a [as tres semanas de vida han sugerido que estos nifios
tienen la capacidad de desarrollar una respuesta especifica contra el virus durante la vida
fetal, sin embargo la deteccion de la respuesta de CTL VIH-especifica varia mucho entre
estos nifios, asi también varia la edad durante |a cual es posible detectar esta respuesta, vy
la especificidad a ios dislintos péptidos del VIH**

En el caso de los nifios nacidos de madres infectadas en los que no hubo transmisién
también se ha demostrado que poseen una respuesta linfoproliferativa y/o citotoxica
especifica contra el virus. Se ha postulado que e! desarrollo de esta respuesta les confirié
proteccion ante la infeccion. Sin embargo, existe aln mucha controversia al respecto, ya
que algunos investigadores como Luzuriaga y colaboradores * y Bryson y colaboradores, ™

mantienen que no han encontrado este tipo de respuesta en los nifios o nifias que no se

4 37

infectaron, mientras que Roilides y colaboradores *° y Borkowsky y colaboradores
demuestran lo contrario.

Estas discrepancias encontradas pueden deberse a las metodologias utilizadas por estos
grupos, ya que sus articulos reportan variaciones en las técnicas empleadas. Para lograr

obtener resultados comparativos sera necesario estandarizar dichas metodologias.

16



4.- ESTRATEGIAS PARA REDUCIR LA INFECCION PERINATAL POR VIH.

[.a mejor forma de prevenir la transmision materno-infantil del VIH es a través de acciones
encaminadas a una deteccién temprana del VIH en las mujeres, de tal suerte que tengan
que decidir si quieren o no embarazarse en el caso de ser seropositivas. En la mayoria de
ios paises. la prueba para la deteccion de anticuerpos anti-VIH solo se realiza en aquellas
mujeres que |o solicitan o en las que se sospecha que hay infeccion.

Uno de los grandes avances en los ultimos afios han sido los resultados del estudio
multicéntrico ACTG 076 {AIDS Clinical Trals Group Protocol 076) llevado a cabo en
Estados Unidos y Europa. Con este estudio se demostro que el administrar un antiretroviral
llamado zidovudina (ZDV) a mujeres embarazadas infectadas por el VIH a partir de la
semana 14 del embarazo hasta el momento del parto y al recién nacido durante las
primeras seis semanas de vida, disminuia el riesgo de transmisién hasta 8% *'.

El mecanismo exacto por el cual la ZDV reduce la transmisién se desconoce aunque se sabe
que se altera la infectividad viral, se previene el establecimiento de la infeccion fetal después
de la posible exposicidn al VIH, y ocasiona la disminucién de la carga viral materna.

Existen todavia algunas interrogantes a resolver en relacion a los resultados esperados del
protocolo ACTG 076, como ¢ cual sera la disminucién del riesgo de la TM-! en mujeres que
no cuentan con las caracteristicas de las que ingresaron al protocolo? (cuentas de linfocitos
T CD4+ mayores de 200 células/ul de sangre, asintomaticas e inicio de tratamiento desde
etapas tempranas del embarazo, sin fratamiento previo con ZDV). En paises en vias de
desarrollo es frecuente detectar a las mujeres embarazadas infectadas en el momento del
parto ya que no acuden a control prenatal, o cuando ya se encuentran sintomaticas y con
cuentas de linfocitos T CD4+ menores de 200 células/ul.

Asimismo, se han planteado inquietudes sobre los efectos secundarios de la ZDV a largo
plazo, incluyendo efectos teratogénicos y carcinogénicos en los hijos de mujeres tratadas
con este antiretroviral durante su embarazo. Los estudios realizados hasta la fecha con
seguimiento a largo plazo de los hijos de madres tratadas con ZDV no han demaostrado
estos efectos adversos y han mostrado la seguridad de su uso en mujeres embarazadas.

No obstante, no se ha corsiderado los efectos que puedan tener la aparicién de cepas



resistentes a la ZDV, ya que podria dificultar el tratamiento terapedtico posterior de la mujer
y el nifig,

Toda mujer debera ser informada de los beneficios, riesgos y limitaciones que tiene esta
estrategia y la mujer debera tomar la decision final de aceptar o no el tratamiento con ZDV,
pero para poder contar con esta opcidon deberd asegurarse por el sistema de salud el
acceso de lodas las mujeres a este tratamiento.

Actualmente se estan evaluando la eficacia, tolerancia y seguridad de otros antiretrovirales
tales como: 3TC, Nepiravina, combinaciones de 3TC y ZDV, o combinaciones lriples de ZDV,
Indinavir y ddl.

En un informe presentado por Lorenzi y colaboradores * en la Xl Conferencia Internacional de
SIDA centrado en los resultados de embarazos en tres cohortes suizas se sugiré posibles
consecuencias adversas derivadas de! tratamiento de combinacién (dos analoges de
nucléosidos mas uno o dos inhibidores de proteasa) durante el embarazo. Aungue no se
observaron reacciones adversas en las madres, si se observaron 2 casos de nifios que
nacieron prematuramente y dos casos de hemorragia cerebral en niftios expuestos al indinavir.
Como conclusion a este trabajo, no se aconsejo ef empleo de regimenes de combinacion
basados en inhibidores de proteasa mientras no se tengan estudios mas amplios respecto a
su eficacia y seguridad.

La cesarea programada esta asociada a una menor incidencia de transmision que las
cesareas de emergencia o partos vaginales independientemente del empleo del tratamiento
antiretroviral. En un estudio aleman donde se analizaron 255 nacimientos encontraron que la
cesarea programada sin ZDDV produjo un fndice de transmision del 10.8%, comparado con el
7% en los partos vaginales con ZDV y con el 2.5% en partos por cesarea con ZDV*®,

En relacidn a la prevencién de la transmisidn materno-infantil (PTM-1} del VIH a través de la
lactancia materna, esta se ha visto que aumenta el riesgo de transmision del virus entre 15-
20%. Sin embargo, varios estudios realizados han demostrado que la lactancia matermna ofrece
grandes ventajas a nivel nutricional, inmunoldgico y psicosocial, ya que disminuye la incidencia
de enfermedades diarreicas, respiratorias u otras infecciones y ayudan al espaciamiento de los
embarazos, por o que de manera general se debera seguir recomendando su uso .

Las instituciones del sector salud deberan tratar de asegurar el abasto de alimentacion artificial

para todos aqguelios hijos de madres infectadas a fin de disminuir el nesgo de transmision.



En nuestro pais no se cuenta con un sistema de deteccion temprana en mujeres
embarazadas, ya que el diagnéstico de VIH no se ofrece como prueba dentro de los
examenes prenatales que se hacen de rutina.

Una de las finatidades de este trabajo es determinar la factibilidad de realizar un proyecto
de Prevencion de la Transmisidon Materno-Infantii del VIH-1 (PTM-l) por deteccion
temprana y tratamiento con 2DV y demostrar la eficacia del tratamiento con AZT durante el
embarazo en la reduccion del riesgo de TM-1 del VIH-1.

Para llevar a cabo este proyecto fue necesario establecer una colaboracion con el Consejo
Nacional para la Prevencion del SIDA (CONASIDA), con el laboratorio farmacéutico Glaxo-
Wellcome y con el Programa Universitario de Investigacion en Salud de ia Universidad
Nacional Auténoma de México (PUIS/UNAM), ademas de la participacion del personal de
salud de la Jurisdiccion Sanitaria de Cd. Nezahuéicoyot!, Estado de México.

Se decidié trabajar este protocolo en Cd. Nezahualcoyotl ya gue cuenta con 1,260,000
habitantes y 30,000 embarazos anuales y es una de las zonas con mayor numero de
casos de SIDA reportados debide a que es el lugar de residencia de gran parte de los
donadores de sangre remunerados que existian en nuestro pais a principios de {a década
de los artos 80's.

Como se menciond anteriormente, existe aun mucha controversia en cuanto a que si los
nifios no infectados nacidos de mujeres VIH infectadas desarroilan una respuesta inmune
celular que les podria estar confiriendc proteccion ante la infeccion. Es por esto que se
decidio trabajar con una poblacion de niflos infectados y no infectados nacidos de mujeres
VIH-infectadas para determinar la presencia o ausencia de respuesta inmune celular
mediante ensayos de linfoproliferacion VIH-especificos.

Entender los mecanismaos exactos por los cuales un gran porcentaje de estos nifios no se
infectan es de gran importancia, tanto para prevenir 1a TM-I del VIH-1 en todos los nifios

como para el posible desarrolio de una vacuna que sea efectiva para toda la poblacion.



Il - OBJETIVOS

Generales

- Estudiar algunos aspectos inmunologicos y virologicos relacionados en la transmision

materno-infantil del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1.

Especificos

- Determinar fa relacion entre el estado de infeccion de los nifios nacidos de mujeres VIH-1

infectadas y los valores de RNA viral plasmatico y los linfocitos T CD4+ circulantes en sangre.

- Determinar prevalencia de infeccion por VIH-1 en mujeres embarazadas de Cd.

Nezahualcéyotl, Estado de México.

- Determinar si existe una relaciéon entre la respuesta inmune celular ViH-especifica con la

prevencion de la transmision del VIH en nifios nactdos de mujeres infectadas.



lil.- MATERIALES Y METODOS

CAPTACION DE MUJERES EMBARAZADAS VIH-POSITIVAS.

La deteccion de mujeres embarazadas VIH-infectadas se llevo a cabo mediante el proyecto
de "Prevencion de la Transmision Materno-Infanti! del VIH por deteccién Temprana y
Tratamiento con AZT" en colaboracion UIRH-CONASIDA-Glaxo Wellcome-PUIS/UNAM vy el
personal de salud de la jurisdiccidn sanitaria de Cd. Nezahualcoyotl. El programa se realizé
de diciembre de 1996 a agosto de 1998. Fue llevado a cabo en 2 centros hospitalarios
{Hospital Gustavo Baz Prada y Hospital la Perla) y 21 Centros de Salud de Ciudad
Nezzhualcoyotl, Estado de México,

- La capacitacion y asesoramiento del personal de salud involucrado en la atencion a
mujeres embarazadas se llevo a cabo mediante talleres de entrenamiento.

- La captacién de mujeres embarazadas se realizd mediante campafias continuas de
difusion del proyecto en los servicios ginecologicos y de atencién prenatal de dichos
centros, a través de carteles, folletos y sensibilizacion por transmision de un video realizado
con este fin (Una esperanza de vida).

- Se aplico ura encuesta para conocer factores de riesgo, condiciones sociodemograficas y
las posibles causas de ia aceptacion o no de la prueba de diagnostico.

- A todas las mujeres se les proporciond informacién antes de realizarse la prueba
(consejeria preprueba) y se obtuvo consentimiento informado en aquellas que aceptaron
participar en el programa.

- La deteccidn de anticuerpos anti-VIH en estas mujeres se realizé mediante estuches
comerciales de ELISA. Las muestras que resultaron reactivas repetidamente fueron
confirmadas por Western Blot.

- Los resultados se entregaron personalmente en sobre cerrado con consejeria post-

prueba. En la figura 2 se muestra un diagrama de flujo del procesa.
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Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de captacion de mujeres embarazadas



A las 7 mujeres que resultaron positivas (Grupo A) se les canaliz6 a cualquiera de los dos
centros hospitalarios involucrados, donde se les propuso la entrada al protocolo de
tratamiento con AZT, todas las mujeres detectadas que aceptaron ingresar firmaron una
hoja de consentimiento. A las mujeres se les tomd una muestra de sangre (basal) para
determinar los niveles de células CD4 y carga viral y posteriormente cada 3-4 meses.

A los 7 nifios nacidos de éstas mujeres (Grupo A.1) se les realizaron los siguientes ensayos
para diagnosticar la posible infeccion por ViH: deteccion de anticuerpos anti-VIH de tipo
IgA, deteccion de anticuerpos de tipo 1gG, deteccion de antigeno p24, aislamiento viral por
co-cultivo, PCR y cuantificacion de moléculas de RNA viral en plasma (carga virai).

El diagnostico de VIH- 1 en nifos se realiza mediante un algontmo de pruebas que
detectan la presencia del virus (aislamiento viral), proteinas virales (antigenos virales en
plasma), PCR (genoma proviral) y/o anticuerpos anti-ViH de tipo IgA. La deteccidn de
anticuerpos anti-VIH de tipo IgG no resulta una herramienta Gtil, ya que los anticuerpos de
tipo 1gG atraviesan placenta y van a estar presentes en el nifo hasta los 18-24 meses de
edad. La pérdida de estos anticuerpos en los nifios se le conoce como serorreversion. L.a
presencia de estos anticuerpos por arriba de los 18-24 meses de edad indican infeccién por
VIH.

Por otro lado se conformd otro grupo de 24 nifos nacidos de mujeres VIH- infectadas
(Grupo B) con edades que van desde recién nacidos hasta ios 29 meses, con el fin de
determinar la respuesta linfoproliferativa VIH-especifica.

Las muestras de estos nifos fueron enviadas a la UIRH de diferentes hospitales de Mexico
para su diagnostico, el cual se reafizd empleando las mismas metodologias que en los
nifios del grupo A.1 sin la determinacion de carga viral,

Se clasificaron como infectados aquellos nifos que tuvieran aislamiento viral, antigeno p24
detectable en plasma, PCR positivo y/o anticuerpos anti-VIH de tipo IgA en piasma, o
anticuerpos anti-VIH de tipo 1gG después de los 24 meses de edad. La carga viral no se
considera metodologia de diagnostico.

Los grupos que conforman el estudio se muestran en la figura 3.



b

6,435 ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos
anti-VIH en mujeres embarazadas

Ensayos de linfoproliferacion

L

Mujeres embarazadas VIH-positivas
(Comenzar tratamiento con AZT) (Grupo A)

\d

Carga viral
Conteo CD4/CD8
{durante embarazo y parto)

\

Estandarizacion de la técnica

Ninos que nacieron de las
mujeres del grupo A {Grupo A1)

L

Tratamiento con AZT durante
las 6 primeras semanas de vida

L

Diagnostico perinatal®
Carga viral

24 nifios nacidos
de mujeres ViH-positivas
(Grupo B)

\d

Diagnéstico perinatai)

}

15 nifios no infectados
9 nifios infectados
{Grupo C)

}

N N

Ensayos de linfoproliferacion antigeno-especifico
(virus completo, peptido T1 y proteina p24)

Figura 3. Obtencion y procesamiento de los 3 grupos de muestras.
* Pruebas de laboratorio para el diagnostico perinatal: ELISA IgG. ELISA IgA, Antigeno p24 en plasma.

aislamiento viral por cocultivo, extraccion de DNA para PCR.



PROCESAMIENTC DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Las muestras de sangre se celectaron con EDTA, se separd una alicuota para citometria
de flujo {s6lo a las muestras del grupo A) y el resto fue sometido a un gradiente de Ficoll
centrifugando a 2,000 rpm, 20°C durante 30 minutos. Ei plasma obtenido se alicuot6 y se
congeld a -70°C para su uso posterior. Las células sanguineas mononucleares periféricas
{CSMP) se lavaron con PBS estéril, se contaron y se distribuyeron en alicuotas para
aislamiento viral, extraccion de DNA y los ensayos de linfoproliferacion {solo muestras del
grupo B). El diagrama de flujo del procesamiento de las muestras pediatricas se muestra en

la figura 4.

Las pruebas realizadas con el plasma fueron las siguientes:

- DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-VIH. La deteccidn de anticuerpos 1gG anti-
VIH se realizé mediante una ELISA empleando los estuches comerciales de Ortho
Diagnostic y Genelavia Mix de Sanofi, Pasteur de acuerde a las instrucciones del
fabricante.

Como prueba suplementana se empled un Western Blot tal y como sa describe en el
Manual de Técnicas de VIH *

- DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-VIH DE TIPO IgA. Los anticuerpos anti-ViH
de tipo IgA se evaluaron mediante una ELISA de acuerdo al método desarrollado por Rossi
ME®.

- DETERMINACION DE ANTIGENQ p24. La determinacion del antigeno p24 se realizd
mediante ELISA comercial "HIVAG-1 Moncclonal” de la marca Abott de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

- DETERMINACION DE CARGA VIRAL.

Se determiné mediante el ensayo comercial de Hybrid Capture de Digene Corporation de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y utilizando una alicuota de plasma conservada a
-70°C.
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Figura 4. Procesamiento de las muestras pediatricas




Pruebas realizadas con las células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP)

- COCULTIVO. Se realizd de acuerdo a la técnica descrita en el Manual de Técnicas de
VIH

- EXTRACCION DE DNA -PCR- Se realizé de acuerdo a la técnica descrita en el Manual
de Técnicas de VIH *

- ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION. Se realizo como a continuacion se describe:

La respuesta celular fue determinada mediante ensayos de finfoproliferacién celular por
incorporacion de timidina tritiada marca Amersham para lo cual fue necesario montar y

estandarizar esta técnica en el laboratorio.

Estandarizacién de la técnica de linfoproliferacién celular

Mediante un gradiente de Ficoll, se obtuvieron las células sanguineas mononucleares
periféricas (CSMP} de varios donadores sanos VIH-negativos. Se prepararon tres
concentraciones celulares de 1x10% 2x10° y 3x10° células en un mL de medio RPMI con
10%-Suero Fetal Bovino (SFB).

El resto de las células se congelaron en nitrdgeno liquide para utilizarlas posteriormente
como controles negativos de linfoproliferacion antigeno especifico.

En placas de 96 pozos de fondo plano se colocaron por triplicado 100! de cada una de las
tres concentraciones celulares, para obtener 100, 200, y 300 mil células/pozo. Como
control basal de proliferacion celular, a las CSMP se les adicioné 100u! de RPMi-10% SFB
y como contro! maximo de proliferacion celular 100 ul de medio con PHA {concentracion
final Sug/mL). esto se hizo en tres placas y se dejo incubando por 3, 5 y 7 dias
respectivamente a 37°C y 5% de CO2. Veinticuatro horas antes de cosechar las CSMP, se
adicionaron 0.5.Ci de *H timidina a cada pozo. Posteriormente se colectd el DNA celular
utilizando urn cosechador semiautematico y se midio la radioactividad en el aparato [-plate

™1205 marca Wallac.



El indice de estimulacion celular fue determinado mediante la siguiente férmula:

|E= Acpm PHA/A ¢pm control x 100

donde :

IE= Indice de estimulacion celular

Acpm PHA =Promedio de los triplicados de las cuentas por minuto obtenidas al estimular
las células con PHA.

Acpm control= Promedio de los triplicados de !as cpm obtenidas en las células sin estimular

Ensayo de linfoproliferacién antigeno-especifico

Se utilizaron los siguiente antigenos especificos:

a) Virus completo:

Se centrifugaron 500 mL de un cultivo de la linea celular Molt permanentemente infectada
con el virus protatipo [llb a 1,200 rpm durante 10 minutos en tubos conicos de 50mL, el
sobrenadante obtenido se pasd por una unidad de filtracion desechable de 0.45.m. E
sobrenadante filtrado se distribuy6 en tubos y se ultracentrifugd a 25,000 rpm durante 2
horas a 4°C sobre colchén de sacarosa 30%, el sobrenadante se deseché y la pastilla viral
se resuspendid en 50yl de buffer TNE, se juntaron las suspensiones virales de todos los
tubos para obtener un volumen de 500ul en total. El virus concentrado se purifico
utilizando una columna de 5mL de sepharosa 4B a temperatura ambiente y utilizando TNE
para eluir. Primero se afadieron aproximadamente 1-2ZmL de la solucion de TNE,
posteriormente se adiciond la suspension viral, la elucidn del virus fue visible ya que
comienzan a salir gotas lechosas, la recoleccidn se hace hasta que desaparecen estas
gotas. El virus eluido se concentrd ultracentrifugando 15 minutos a 25,000rpm a 4°C, el
sobrenadante se desechd y el virus purificado concentrado se resuspendid en PBS y se
inactiva por calor Th a 60° C y por luz UV 10 minutos. Se determino la cantidad de proteina

viral espectrofotométricamente y se hicieron diluciones de 10.g/mL, 5.g/mL y 1.¢/mL.

=
ta



b) Proteina recombinante p24 {Donado por NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program). Esta proteina es derivada del gen gag del VIH-1 de la cepa SF-2. Esta proteina
fue producida en levadura y comprende la region de aminoacidos 139-369, tiene una
pureza mayor a 90% y su pesc molecular es de 24,000, Se prepararon tres

concentraciones distintas de: 10ug/ml., Sug/mL y 1ug/mL con medio RPMI- 10% de SFB.

c) Péptido sintético T1: Este péptido fue donado por la Dra. Leonor Huerta de! Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM y corresponde a los residuos de aminoacidos 426-444
(KQINMWQEVGKAMYAPA) de la proteina gp120 de la cepa viral Illb, con una pureza de
80%. se partié de una solucidn de Tmg/mL de P8BS y se prepararon tres concentraciones
distintas de: 10pg/mL, 5pg/mL y 1ug/mL con medio RPMI- 10% de SFB.

Se utilizd 1004! fitohemagiutinina (PHA) a una concentracion final de 5ug/mL como control

maximo de proliferacion y RPMI 10%-SFB como control basal de proliferacion celular,

- Se descongelaron las CSMP de los nifios del grupo B, el cual consta de 9 muestras de
niftos diagnosticados como infectados a ios cuales se les asigné las siguientes claves:
P330, P362, P331, P338, P285, P237, P264, P280 y P268 y de 15 muestras de nifios
diagnosticados como no infectados, los cuales se les asignaron las siguientes claves:
P293, P294, P278, P273, P360, P260, P246. P361, P335, P245, P213, P263, P350f, P262
y P271.

Las CSMP se lavaron y se contaron, y en placas de 96 pozos de fondo plano se colocaron
por triplicade 100 ul de la suspension celular de 1x10 ° células/mL de RPMI-10% de SFB,
posteriormente, se agrego a cada uno de fos pozos los antigenos utilizados (virus, proteina
p24 y peptido T1) en las tres concentraciones evaluadas, (10ug/mL, 5ug/mL y 1ug/mL). En
los casos en que el numero de células no era suficiente se realizo el ensayo sélo con uno o

dos de los antigenos especificos en sus tres concentraciones.



La respuesta linfoproliferativa se calcul6 con la siguienta formula:

Respuesta linfoproliferativa= |E PHA X100
IE Ag viral

donde:

IE PHA= Indice de estimulacién ceiular obtenido con PHA

tE Ag viral= |ndice de estimulacion celular oblenido con el péptido T1, proteina p24 o virus

completfo.



IV. RESULTADOS

Con el Programa de Prevencion de la Transmision Materno-Infantil del VIH por Deteccidn
Temprana y Tratamiento con AZT, se analizaron 6,435 muestras de plasma de mujeres
embarazadas que acudieron a los Centros de Salud para control prenatal,

Se detectaron 38 muestras presuntamente positivas y 6,397 negativas en el ensayo de
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-VIH, 25 de las muestras presuntamente
positivas resultaron negativas en e! ensayo confirmatorio de Western Blot y 10 positivas al
mismo, otras 3 muestras fueron indeterminadas. La distribucion por muestreo en los 19
Centros de Salud y los 2 Hospitales participantes y los lugares donde se detectaron
mujeres positivas, falsas positivas e indeterminadas se muestran en la tabla 2. Con
respecto al total de muestras analizadas ia seroprevalencia a ViH encontrada en este grupo
de mujeres fue de 0.15% infectadas, 0.388% muestras falsas positivas y 0.046%
indeterminadas. Los datos de seroprevalencia de esta Jurisdiccion son mayores que los
reportados en encuestas centinela realizadas previamente por CONASIDA en México
(0.001-0.04%). Este aumento de seroprevalencia en la zona de Cd. Nezahualcoyoll puede
deberse a que en esta zona ocurrieron un gran nimero de infecciones por VIH debido a
que en la década de !os 80°s una gran proporcion de donadores sanguineos remunerados
se infectaron con el VIH-1.

De ias 10 mujeres positivas detectadas solo 6 fueron incluidas en el Protocole de
Tratamiento con AZT, ademas se incluyd una mujer mas gque no radica en Cd.
Nezahuaicoyoll. De las otras 4 mujeres también diagnosticadas como seropositivas a VIH,

una murio de SIDA y las otras tres resultaron no estar embarazadas.



Tabla 2. Resultados del muestreo realizado en los Centros de Salud y Hospitales

Generales de la jurisdiccion sanitaria de Cd. Nezahualcoyotl

Institucion No. de % del total Falsas Indeterminadas | Positivas
muestras Positivas

Hospital General Dr. kY| 0.48 - - 2
Gustavo Baz Prada
Hospital General La 613 9.5 1 - 1
Perla
C.S. Vergelito 1,928 29.9 7 1 1
C.5. Los Reyes 884 13.7 3 - -
C.S. Pirules 772 12.0 2 - 1
C.S. Aurora 753 11.7 9 1 1
C.S. Maravillas 576 9.0 2 - 3
C.8. J. de Guadalupe 197 3.0 - - -
C.S. Benito Juarez 182 28 - - .
C.S. Metropolitana 112 1.7 - - -
C.S. Emiliano Zapata 90 1.4 - - -
C.5. Manantiales 74 1.1 - - -
C.S. Edo. de México 60 09 - - 1
C.S. El Sol 54 0.8 - - -
C.S. Loma Bonita 35 0.5 1 _ - -
C.S. Floresta 27 0.4 - i - -
C.S8. Virgencitas 19 0.3 - 1 -
C.S. Nezahualcéyotl 15 0.2 - - .
C.S. Impulsora 10 0.15 - - -
C.S. Esperanza 2 0.03 - - -
C.S. Magdalena 1 0.01 - - R
TOTAL 6435 25 3 10 |

26




RESULTADOS DEL TRATAMIENTO CON AZT EN LAS MUJERES EMBARAZADAS

A todas las mujeres se les tomé una muestra de sangre antes del inicio de! tratamiento
{muestra basal) y en cinco casos fue posible tomar al menos una muestra mas {mujeres
M1, M2, M3, M4 v M6). En el caso de la muestra M5 so6lo se tienen los valores de carga
viral antes de iniciar e! tratamiento con AZT y en el caso de la mujer M7, la cual dié a luz
inesperadamente y casi al mismo tiempo en el que fue detectada, no fue posible darle
tratamiento ni durante su embarazo ni durante el parto.

El AZT fué administrado durante el embarazo, parto y posteriormente a los bebés durante
las 6 primeras semanas de vida. Posterior al parto las mujeres dejaron de recibir
tratamiento por parte de este protocolo y fueron canalizadas para atencion médica a un
Hospital del Sector Salud. Los bebés fueron canalizados al Hospital [nfantil de México o a
la Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de México- UNAM, los analisis de
laboratorio se hicieron en la UIRH.

Comao puede observarse en los datos de la tabla 3, en las cinco mujeres que se dispone de
suficientes muestras (M1, M2, M3, M4 y M6) se observd que hubo una disminucion de ia
carga viral de la muestra basal (X= 157,389 copias RNA/mL plasma) a la muestra del
momento del parto (X= 33,287 copias de RNA/mL de plasma).

En términos de CD4 en M1 se observa un aumento considerable y sostenido, mientras que
en M2 y M3 no se observan valores significativamente diferentes. En !as otras 4 pacientes
solo hay datos de una muestra. En todos los casos la relacién de células CD4/CD8
permanecio constante.

En las mujeres M5 y M7 no fue posible tomaries una segunda muestra, por lo que en estos
casos se ignora ei efecto que tuvo el tratamiento con AZT en los niveles de carga viral y
CD4.



TABLA 3. Mujeres embarazadas VIH-positivas que ingresaron al Protocolo de
Prevencidn de la Transmision Materno-Infantil del VIH por Deteccion Temprana y
Tratamiento con AZT .

MUJER | MUESTRA | TIEMPO DE | TRATAMIENTO" | CARGA VIRAL No. de células
DE GESTACION (copias RNA/mL . .
SANGRE | (meses) plasma) Ch47/CD8
{células/iL sangre)
1 6 meses Inicio tx 12,670 305/602
2 8 meses Sl (oral) 3.714 4721703
3 PARTO SIH{I.V) 2,178 NR
M1 4 4 meses NO 787 505/844
postparto
5 11 meses NO 1,309 74011004
postparto
1 Bmeses Inicio tx 13,545 190/592
2 7 meses Sl (oral) 1,602 221/586
3 PARTO SI{IV) 5,979 189/779
4 1mes NO 4,022 270/757
M2 postparto
5 3 meses NO 1,337 221/657
postparto
6 6 meses NO 35,978 283/939
postparto
7 9 meses NGO BND 370/887
postparto 1 .
1 5 meses Inicio tx | 136,660 521671
M3 2 7 meses Si (oral) | 135,700 61/785
3 8 meses Si(oral) NR 75/875
4 PARTO S1{l.V.) 34,062 76/1188
1 6 meses Inicio tx 5,392 NR
M4 2 7 meses Si (oral) 25,332 338/595
3 PARTO SHILV.) 2,233 NR
M5 1 5 meses Inicio tx 23.804 171/474
M6 1 5 meses Inicio tx 618,679 NR
2 PARTOQ SIH{IV) 90,931 135/490
M7 1 PARTO NO 10,209 NR

Tiempo de gestacién, “ tratamienta con AZT de ia mujer durante su embarazo, parto y post-parto. IV: AZT
administrade por via intravenosa; NR: No reaiizado; BND: Bajo Nivel de deteccion < 500 copias/mlL de

plasma.




En la tabla 4, se observan los resultados obtenidos de los 6 nifios y 1 nifa que nacieron de
estas mujeres. En todos los casos se observa una disminucién progresiva de anticuerpos
anti-VIH de tipo IgG en el seguimiento, mostrando una edad promedio de 12 meses para Ia
seroreversion. En los ninos N1, N4 y N7 no se detectaron anticuerpos anti-VIH de tipo IgA
en ninguna de las muestras, mientras que en los nifos N2, N3, N5 y N6 tuvieron al menos
una determinacion positiva. El aislamiento viral por cocultivo y la deteccién de antigeno p24
en plasma fueron negativos en todas las muestras de los nifios. En cuanto al PCR, en los
nifios N1, N2, N3, N5 y N6 se detectd DNA proviral en al menos una de las muestras, en
los nifos N4 y N7 no se detectd DNA proviral en ninguna de las muestras analizadas. La
carga viral fue detectada en al menos una de las muestras de los nifios N1, N2, N3, N4 y
N7. En el nific N6 no se detectaron copias de RNA viral/mL de plasma en la (Onica
determinacion que se realizd y en el nifio N5 no fue posible hacerle ninguna determinacion.

Con estos resultados de laboratorio, en ninglin caso se diagnosticé infeccién por VIH.

29



Tabla 4. Resultados de los examenes de laboratorio realizados en las muestras de los nifios

que nacieron de mujeres VIH-positivas que ingresaron al protocelo de tratamiento con AZT

NiNO [ MUESTRA® | EDAD DEL NINO | ELISA-lgG* | ELISA-IgA* [ CULTIVO | PCR p24 | cargaviral’®
N1 1" < 1 hora >19 0.149 7 (-) (-) (-) 4,914
2 4 meses >19 0.349 (-1 (+) (-) 1,062
3 8 meses 127 0.499 {-) (+) ) 3,183
4 13 meses 0635 0305 (- NR {-} BND
6 21 meses 0.132 TT0382 ) ) [E BND
N2 1 < 1hora =18 0124 ) (-} ) 1770
2 1 mes >19 0.201 O ) () 5,669
3 3 meses =19 0.427 - (+) {-) 764
4 8 meses 7.333 1.266 {-} {+) {-) 4112
5 16 meses 0251 0702 c ) ) BND
0 T ~Trora T 0216 B (*) | NR BND
2 4 meses NR 1428 I8! NR ) BND
3 6 meses >19 0632 [ NR {-) 668
4 9 meses 8729 0599 C {-) {-) BND
5 12 meses 1477 1514 (-) +) - NR
6 15 meses 0.226 1.222 (-} +) (-) NR
7 19 meses 199 1036 -) (-} {-) NR
N4 1* <1hora >19 0.107 8] ) ) 11,870
2 3 meses =19 0360 (-} NR t-) 1,333
3 6 meses >19 0424 (-} {) {-) NR
4 10 meses B471 ©.862 N ) ) NR
5 15 meses 0159 0280 ) ) ) NR
NS 1 10d =15 0177 {-) {+) {-) NR
z 7 meses 1.974 2.209 (-) NR (-} NR
NB 1 gh >19 0125 () ) ) BND ]
2 5 meses 14.792 0.952 (-) (+) (- NR
3 8 meses 1.628 1.031 (-] NR (-} NR
N7 1 2 semanas >19 0179 {-) NR (-} 3,809
2 2 meses >19 (.386 -] {-) () BND
3 5 meses 16 522 0780 (-} -) (-) NR

NR: No realizado: C:Cultivo contaminado: BND Bajo Nivel de deteccian <500 copias/mL piasma."A/NV € Absorbancia/
valor de corte.’ Copias de RNA/mL de plasma, * Muestra de sangre tomada de cordon umbilical, ® Muestra de sangre
completa colectada con anticoagulante en condiciones esténlres
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DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR VIH EN LOS NINOS DEL GRUPO B.

El diagnéstico de los nifios incluidos para medir respuesta linfoproliferativa se muestra en la
tabla 5, solo tres de estos nifios recibieron tratamiento con AZT. De los 24 nifios

analizados; 15 de ellos se consideraron como no infectados y 9 como infectados de

acuerdo a los resultados obtenidos de cultivo considerado como |a prueba de "oro".

Tahla 5. Diagnéstico pediatrico de infeccién por VIH en los 24 nifios del grupo B

| |[EDAD | Tratamiento | IgG | IgA [CULTIVO [PCR[Ag p24
INFECTADOS
P330 3m no (+) 1 () (+) (+) (+)
P362 5m ? (+) | (+) {(+) NR (+)
P331 7m no )| (+) {+) (+) {-)
P338 9m no ()| ()1 (+) (-} (+)
P285 9m ? G () (+) {-)
P237 19m ? | = {+) NR {-)
P264 22m no ()| () {+) NR (+)
P280 24m no (+) | (+) {+) NR {-)
P268 29m si ()] ) {+) NR (-)
NO IINFECTADOS
P293 2d no -y | () (-) {-) {-)
P294 2d AZT )| ) (-) {-) ()
P278 3m AZT (+Y | +- (-) NR {-)
P279 4m no {+} | +/- (-) {-) {-)
P360 Bm ? (+] | (+) (-) (-) (-)
P260 m ? )| () (-) NR {-)
P246 7m ? 3| ) {-) (-) ()
P361 9m ? () () {-) () (-)
P335 11m no -} | ) {-) {-) (-)
P245 12m no ) | ) {-) (+) (-)
P213 12m ? SRS () NR (-}
P263 12m no () | ) (-) G
P350f 22m no (+) 1 () () (-) (-)
P262 24m no @ () NR -y |
P271 | 24m ? 16 () NRT ()

NR No realizado: 7 No se tiene el dato



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE LINFOPROLIFERACION CELULAR

Los resultades obtenidos en la estandarizacion de la técnica a los 3, 5 y 7 dias de
incubacién empleando 100, 200 y 300 mii CSMP/ pozo segun se explica en materiales y
mélodos se muestran en la grafica 2. Con estos resultados se decidio trabajar con 100,000
CSMP/ pozo e incubar durante 5 dias ya que a estas condiciones se obtiene un maximo de
respuesta proliferativa utilizando fitohemaglutinina (PHA) como control maximo de

proliferacion celular.
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Grafica 2. Indices de estimulacidn celular obtenidos durante la estandarizacion del numero de células
y tiempos de incubacién. Se estimularon 10 ° 2x10 °, y 3x10 * células sanguineas mononucleares
periféricas {CSMP} con filohemagiutinina (PHA) durante 3. 5y 7 dias. La proliferacion celular se determing
mediante ensayos de incorporacién de *H-Timidina. El indice de estimulacion fué calculado con la férmu[a:|E=

Acpm PHA/A cpm control x 100, segin se indica en materiales y métodos



Todas las muestras de los nifios involucrados en este estudio y las muestras de adultos
sanos no infectados con VIH utilizados como centroles negativos de linfoproliferacion
antigeno-especifico fueron probados para ver su maxima capacidad de linfoproliferar con
PHA. Los resultados obtenidos con cada uno de los grupo estudiados se muestran en las

graficas 3,4y 5.
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Grafica 3. Indices de estimulacion celular con PHA en CTSMP obtenidas de adultos sanos VIH-
negativos. Se estimularon 10 * células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) con PHA durante 5
dias. La proliferacién celular se determind mediante ensayos de incorporacion de * H-Timidina. El indice de
estimulacién fué calculado con {a férmula: IE= Acpm PHA/ A cpm control x 100, segln se indica en materiates

y métodes.
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Grafica 4. Indices de estimulacion celular con PHA en CSMP obtenidas de nifios no infectados con e!
VIH-1. Se estimularon 10 ° células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) con PHA durante 5 dias
La proliferacion celular se determiné mediante ensayos de incorporacién de * H-Timidina. El indice de

estimulacién fué calculado con la férmula:lE= Acpm PHA/A cpm control x 100.
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Grafica 5. Indices de estimulacion celular con PHA en CSMP obtenidas de nifos infectados con el
VIH-1. Se estimularon 10 ° células sanguineas mononucleares periféricas (CSMP) con PHA durante 5 dias,
La proliferacion celular se determind mediante ensayos de incorporacion de ' H-Timidina. El indice de

estimulacion fué catculado con la formula:lE= Acpm PHA/A cpm control x 100

En tas graficas anteriores, se observa que la capacidad de proliferar ante 1a PHA es distinta
para cada individuo. No obstante, al comparar las tres graficas se puede apreciar que los
Indices de Estimulacion (IE) de los donadores adultos sanos-VIH-negativos (X= 331)
(grafica 3) son valores mas altos que los |E obtenidos de los niftos no infectados (X= 243.7)
{grafica 4) y estos a su vez son mayores que los IE de los nifos infectados (X=155.8)
(grafica 5). Debido a que no se cuenta con un grupo control de nifios no expuestos a VIH
no se puede afirmar que esta diferencia sea debido a ia edad o a la exposicion y/o infeccion
por VIH.



ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION VIH-ESPECIFICA

Como se muestra en |a tabla 5 los tres antigenos virales utilizados en este estudio inducen
una respuesta linfoproliferativa tanto en algunos nifios infectados como en algunos nifios no
infectados. No obstante, las células de los nifios no infectados que responden mostraron
respuestas proliferativas mayores. (Grafica 7). Siete de 15 nifios no infectados
respondieron al péptido T1 con una respuesta proliferativa mayor a 2.0 {(P294, P278, P279,
F213, P263, P262, P271). Sin embargo en los nifios infectados solamente 2 de 9 mostraron
respuesta al mismo péptido (Gréfica 6)

Para la proteina p24, se encontrd respuesta en 3 de 5 nifios no infectados (P278, P335 y
P213) y en ninguno de los 5 nifos infectados.

El virus compieto illb indujo respuesta proliferativa en 1 de 8 de los nifios no infectados
(P294) y 1 de 4 de los nifios infectados (P285).

Tabla 5. Resultados de linfoproliferacion VIH-especifico en los nifios del grupo B.

NINOS VIH-1 NINOS NO INFECTADOS
INFECTADOS
Virus completo 1 de 4 (25%) 1 de 8 (12%)}
Péptido T1 - 2de 9(22%) 7 de 15 (47%)
Proteina p24 0 de 5 (0%) 3 de 5 (60%)
Total de nifios 9 15
analizados
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Grafica 6. Respuesta proliferativa VIH-especifica en nifios infectados. Se estimularon 105 células sanguineas mononucleares penféncas (CSMP)

con VIH de la cepa IlIb, con el péplido viral T1 y con |a proleina recembinante p24. E! contrel maxime de linfoproliferacion se obluvo estimulando

a las CSMP con fitohemaglutinina (PHA). E1 control basal de linfopraliferacion se obtuve con las células sin estimular. La respuesta linfoproliferativa se abtuvo
con la siguiente farmula: Respuesla prolferativa= Indice de estimulacion celuizr obterida con PHA! Indice de estmulacion celular obtenida con les

antigenos virales x 100, comao se explica en materiales y métodos
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Grifica 7. Respuesta proliferativa VIH-especifica en nifios no Infectados. Se estimularon 105 células sanguineas monanucleares periféncas (CSMP)
con VIH de |a cepa illb, con el péptido viral T1 y con la proteina recombinante p24. E| control maximo de linfoproliferacion se obtuvo estimulanda

a las CSMP con fitohemaglutinina, El control basal de linfoproliferacion se obtuvo con las células sin estimular. La respuesta linfoproliferativa se obtuvo
can la siguiente férmula:Respuesla proliferativa= Indice de estimulacion celular obtenida con PHA/ Indice de estimulacian celular obtenida con los
antigenos virales x 100, como se explica en maleriales y métodos,
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V.- DISCUSION DE RESULTADOS

Por datos de la Jurisdiccion Sanitaria de Cd. Nezahualcoyot! consta que hubo alrededor de
13,000 embarazos entre diciembre de 1996 y agosto de 1998, por lo que con el Programa
de PTMI del VIH-1 se logrd cubrir alrededor del 50% de mujeres embarazadas en esa zona
y en ese rango de tiempo.

El nimero de muestras de mujeres embarazadas que se tomaron en los centros de salud
participantes en el programa fue diferente. En la tabla 2 se observan casos como el del
Centro de Salud Vergelito en el cual se tomaron 29.9% (1,928 muestras) del total, mientras
que en algunos otros centros solo se colectd una. La gran diferencia entre los centros se
debi6 en gran medida a la disposicion del personal de salud para parlicipar en el programa.
Tambien se observa una distribucion heterogénea en cuanto a muestras positivas y falsas
positivas. Por ejemplo, en el Centro de Salud Maravillas se encontré una concentracion alta
de casos positivos (30% del total), mientras que en el Centro de Salud Aurora se
encontraron la mayoria de los resultados falsos positivos {36%). Se desconocen las causas
de esta heterogeneidad, algunos factores que podrian ayudarnos a explicarlas serian: la
residencia de un alto nimero de ex-donadores remunerados en estas areas, o bien
fendomenos sociales como sexo remunerado o drogadiccion local,

Es importante hacer notar que las 7 mujeres incluidas en esle estudio fueron detectadas en
etapas avanzadas de su embarazo, el tiempo promedio de gestacién fue de 28 semanas
con un rango de 20 a 35 semanas.

Un punto importante para analizar en este protocolo es la toma del medicamento por parte
de las mujeres embarazadas, ya que se observd que varias de las mujeres suspendieron
temporalmente el medicamento, generaimente esto sucedid por olvido segin nos indicaron
algunas de las participantes. De acuerdo a esta experiencia se puede concluir que una
intervencion preventiva ideal seria aquella que fuera de una sola administracion, barata
para que pueda ser aplicada en aquellos lugares en los que no se cuenta con suficientes
recursos econdmicos y no téxica.

Se ha reportado que con el lratamiento con AZT en mujeres embarazadas hay una
reduccion en el riesgo de la transmision hasta 8%, esto es, menos de un nifio infectado por

cada 10 mujeres embarazadas bajo tratamiento ** . Debido a que el grupo que ingreso al
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protocolo de tratamiento fue de 7, no fue posible conocer [a eficiencia de! tratamiento con
AZT, es importante destacar que es necesario que el grupo en estudio sea mayor para
poder obtener el riesgo de transmsién vertical del VIH-1 que existe en México en mujeres
que reciben tratamiento con AZT.

De acuerdo a los resultados de laboratorio ninguno de los nifios que nacieron de estas 7
mujeres esta infectado. Analizando los resultados del diagnostico perinatal que se
muestran en la tabla 4 se observa que el cultivo viral y la deteccion de antigeno p24 en
plasma han sido negativos en todos los casos. Se presenté un promedio de edad de
serorreversion de 12 meses,. Es importante mencionar que una seroreversion en nifos
nacidos de mujeres infectadas no significa que estos nifios no estén infectados, Soler y
colaboradores *’ y Newell y colaboradores *® demostraron que hay nifics infectados con VIH
que no son capaces de desarrollar una respuesta inmune humoral especifica contra el
virus.

De acuerdo a los criterios que se emplean para diagnosticar nifios menores, en ningln
caso se puede afirmar que estos nifios estan infectados con et VIM, no obstante, los
resultados obtenidos de laboratorio nos sugieren que estos nifios tuvieron contacto con el
virus.

Nuestros resultados concuerdan con un gran nimero de estudios de transmisién materno-
infantil del VIH donde se han descrito varios casos en los que se encuentran nifos
seronegativos con resullados de cultivo viral, p24, PCR o carga viral transitoriamente
DOSitiVOS 49 5051 52

Las posibles explicaciones que pudieran permitirnos entender el hecho de que estos nifios

hayan tenido contacto con el virus y no se infecten son:

- Que el virus detectado por PCR o carga viral sea virus defectuoso, que en el caso del
PCR se trate de DNA viral circular no integrado al genoma celular o bien virus integrado
que no logré ensamblarse ** y en el caso de la carga viral que las copias de RNA viral
detectado provengan de particulas virales defectuosas o no infectivas y en ambos casos no
se logrd infectar celulas del bebé pero permanecen transitoriamente durante un

determinado tiempo antes de eliminarse por completo.
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En el caso de la metodologia para cuantificar molécutas de RNA viral, la cual consiste en la
deteccion de hibridos RNA-DNA mediante anticuerpos monoclonales, se ha reportado en la
literatura que pueden dar resultados falsos positivos con valores ligeramente supericres al
limite de deteccion de 500 copias/ mL de plasma®™, por lo que en el caso del nifio N3 y en la
muestra tomada a los 6 meses de sdad que presenta 668 copias de RNA viral/l mL de

plasma, es factible que sea un falso positivo.

- Que el contacto del nifio con el virus haya sido a través de células infectadas de origen
materno Se ha reportado en la literatura que en algunas lesiones patolégicas de la placenta
es posible el paso de células maternas al feto **. Sin embargo, aunque se considera un
evento poco frecuente, se desconoce la cantidad de células infectadas que puedan pasar a

través de placenta y el tiempo en que estas células permanecen en el bebé.

- Que las células del recién nacido hayan estado infectadas pero que los nifios hayan
desarrollado una respuesta inmune efectiva contra el virus y contra las céfulas infectadas

que permitieron la eliminacion del virus y/o células infectadas.

Entender el mecanismo por el cual estos nifios logran efiminar el virus, ya sea en base a las
caracteristicas biologicas de los virus o en base a la respuesta inmune del huésped podria
tener grandes implicaciones para las terapias y el desarrollo de vacunas en el futuro.
Debido a que no se excluye la posibilidad de que algunos de estos nifios tengan una
infeccion “silenciosa” o "escondida” en algunos sitios tales como nodulos linfaticos o
cerebro ¥, es necesario que se les continue dando un seguimiento.

También es posible que el tratamiento profilactico con AZT en los niflos pudiera influenciar

en la capacidad para detectar el virus por los métodos directos de diagnostico.

En lo referente a los ensayos de linfoproiiferacion realizados en los nifios del grupo B no se
encontré correlacion con la edad o tratamiento antirretroviral con la respuesta proliferativa
observada, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Mc Kallip y colaboradores™
donde se observa que el AZT no altera la respuesta proliferativa ante antigenos del VIH en

ratones que fuercn inmunizados con gp120 y tratados con AZT.
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VI.- CONCLUSIONES

* Es posible establecer programas de prevencion de transmision materno- infantil del VIH,
para ello es necesario que las autoridades de Salud aumenten esfuerzos en capacitacion
al personai de salud, en campafas de sensibilizacion en la pobiacion y que se aseguren

medicamentos antirretrovirales a toda mujer embarazada detectada VIH-positiva.

* Hubo una disminucion de la carga viral al administrar el AZT en las mujeres

embarazadas.

* Los antigenos virales utilizados tienen la capacidad de inducir la proliferacion de las
CSMP de tos nifios no infectados mucho mas que los nifios infectados, lo cual nos puede
indicar una posible correlacion de la capacidad para reconocer estos antigenos con e

hecho de que los nifos no se infecten.

+ La transmisiéon materno-infantii es un problema compiejo que debe ser abordado de una

manera multidisciplinana.
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