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Titulo.

Efecto a corto plazo del tratamiento anti-VIH sobre la respuesta antiviral no citolitica de células T
CDB8+ de pacientes infectados por VIH en etapas intenmedia y tardia de la enfermedad.

Introduccion.

El uso de ia combinacién apropiada de farmacos anti-VIM, con diferentes sitios de accion en el ciclo
de replicacion viral, denominada tratamiento anti-VIH altamente activa {TAVAA), ha cambiado
significativamente el curso de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana y, en
consecuencia, ha modificado el pronéstico de la enfermedad (1-7). El TAVAA induce una disminucion
rapida e intensa de las concentraciones de VIH en el plasma (carga viral) y en algunos tejidos, lo que
se asocia con un incremento de 1as concentraciones de células T CD4+ (cT CD4+) circulantes y, por
tanto, a la disminucion en la incidencia de infecciones oportunistas e incremento de la supervivencia
de las personas infectadas por VIH (8-11). El TAVAA restablece la respuesta inmune contra diversos
agentes infecciosos oportunistas, tales como complejo Mycobactenum avium-intracellulare(MAl),
Citomegalovirus y Pneumocystis carinii. Sin embargo, la reconstitucion de la respuesta inmune
especifica contra VIH por el TAVAA permanece como uno de los temas mas controvertidos y de
mayor interés en los Ultimos afios. Se asume, en el presente, que 1a respuesta especifica anti-VIH por
células T CD4+ o por cT CD8+, tanto por su efecto citolitico como supresor, no se restablece aun con
un tatamiento eficaz desde el punto de vista viroldgico (reduccion >2 logaritmos de las
concentraciones plasmaticas de VIH, medidas por RT-PCR) [13-14 ]

La importancia de la respuesta inmune mediada por células es evidente desde 1a etapa de infeccion
primaria por VIH. Por ejemplo, las célutas T CD8+ mediante su actividad citolitica (CTL) y no citolitica
o supresora (CNAR o RANC) controlan 1a viremia caracteristica de la infeccidon primara. Sin
embargo, el control inmunolégico del virus se pierde paulatinamente y la enfermedad evoluciona, lo
qQue se expresa con aumento de la carga viral en plasma y coincide con la disminucion de las
concentraciones circulantes de células T CD4+, que indica Ia inmunodeficiencia que caracteriza las
etapas tardia y avanzada de la enfermedad (15-21 ).

Recientemente, se ha estudiado el efecto del TAVAA sobre ta funcion de las células del sistema
inmunolégico que determinan la respuesta inmune mediada por células y que parecen ser las
protagonistas en el control o de la pérdida del control viral: CTL, RANC y la respuesta linfoproliferativa
de cT CD4 especificas anti-VIH.

Efecto del TAVAA sobre CTL

Bruce Walker y col. han estudiado extensamente el efecto del TAVAA sobre la respuesta inmune
mediada por CTL y la especifica anti ~VIH por cT CD4+. Sus resultados muestran que la magnitud y
la duracion de la respuesta de CTL son menores en pacientes que reciben tratamiento durante la
etapa primaria de la infeccion que los gue se tratan durante la infeccion crénica (22). Ademas, sus
hallazgos indican que los pacientes tratados antes de 1a seroconversién tienen una respuesta de CTL
menor que los tratados después de la seroconversion.

En otro estudio, Ogg y cols. muestran que 1a respuesta citolitica tiene variaciones notables en las
primeras dos semanas después del comienzo del tratamiento. Después de ese tiempo, la respuesta
de CTL disminuye exponencialmente y es proporcional a la disminucién de ta CV a concentraciones
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indetectables. Las causas de este fenémeno permanecen descanocidas, aunque se ha propuesto que
podria deberse a l2 ausencia o la pérdida de un limite o umbral de estimulacién antigénica, al
disminuir la carga viral plasmatica y tisular (23 ).

Efecto del TAVAA sobre la respuesta linfoproliferativa especifica anti VIH de cT CD4+.

El TAVAA induce aumento no sdlo en el niUmero sino también en la funcion de cT CD4+. Los efectos
sobre la funcién de estas células son evidentes al exponerias a diversos antigenos de VIH y medir la
respuesta proliferativa especifica (respuesta linfoproliferativa o RLP), durante 1a supresién prolongada
de la replicacion viral por el tratamiento. Se ha observado que la RLP disminuye de nuevo durante los
periodos en que hay aumento transitorio de la replicacion viral, lo que sugiere que 1a restitucion
inmune depende de la supresion completa de 1a CV (24-26).

Otros estudios muestran que los pacientes tratados en la infeccion primaria desarrollan una eficiente
respuesta linfoproliferativa de CT CD4 especifica contra el VIH {27]. Sin embargo aun hay
considerable controversia respecto al efecto del TAVAA sobre RLP especifica contra ViH con el
TAVAA en pacientes infectados cronicamente por VIH (25,26,28,29). Por ejemplo, se ha observado
un aumento de la respuesta linfoproliferativa de cT CD4 a proteinas del virus en pacientes infectados
por VIH, clasificados como de evolucion lenta (mas de 10 afios con la infeccion, sin tratamiento anti-
VIH, concentraciones normales y estables de cT CD4+ y bajas concentraciones de carga viral en
plasma) {27 ). Por su parte, Blankson { 30 ] no observa, en pacientes con TAVAA y CD4 >250/ul,
buena respuesta linfoproliferativa a los antigenos especificos de VIH, aunque conservan ia respuesta
a antigenos como toxoide tetanico, candidina y CMV, lo que sugiere un restablecimiento de la RLP a
patdgenos oportunistas, pero no ia especifica anti-VIH. El debate se incrementa, con los resultados
en pacientes en etapa tardia (CD4 < 75/ulL) que pueden tener una respuesta linfoproliferativa
especifica anti-VIH semejante a los LTNP (30) y con los estudios de Angel y cols que muestran
restitucion de la RLP especifica anti-VIH en pacientes con TAVAA y CV indetectable durante varios
anos [28]. Aan mas, otros grupos observan que la respuesta linfoproliferativa de cT CD4 especifica
anti-VIH es mayor en pacientes con infeccion cronica no tratados que en aquellos tratados con
TAVAA. [30,31] Se desconocen en el presente las causas de los resultados controvertidos en los
diferentes estudios descritos, pero se sugiere que la importancia de |la RLP en la patogénesis del
SIDA podria ser menor que ofras respuestas. Ademas, es importante considerar que varios de los
estudios descritos se han realizado en un numero limitado de pacientes.

Efecto del TAVAA sobre RANC.

Se acepta generalmente que la respuesta inmune mediada por células es la mas importante para el
control de la replicacion del VIH y, por tanto, del curso de la enfermedad. Las ceélulas T CD8+,
ademas de su efecto citolitico sobre células infectadas por VIH, también pueden suprimir la
replicacion viral por mecanismos no citoliticos tanto en cT CD4+ como en macrofagos. Este efecto fue
descrito por primera vez en 1986 por el grupo de Jay A. Levy, de la Univesrsidad de California en san
Francisco(32), y posteriormente se ha demostrado en otros estudios, se reconoce contra cepas
diferentes de VIH y aun de SIV, no altera la capacidad de proliferacion de las cT CD4+ y se distingue
del efecto citolitico en que puede presentarse contra cT CD4+ infectadas por VIH sin que se requiera
del reconocimiento de moléculas del sistema principal de histocompatibilidad o del contacto entre
células blanco T CD4+ y células efectoras T CD8+. {33-38). La RANC puede prevenir la infeccion por
VIH en personas expuestas al virus, no infectadas [39). controlar la viremia que caracteriza la

(B}

B ey
3 P 1 \



infeccién primaria (40) y 1a replicacion viral durante 1a etapa asintomatica. Ademas, se ha mostrado
que una buena respuesta de RANC se asocia con el estado asintomatico o de latencia clinica y en las
personas infectadas que tienen evolucién lenta de la enfermedad (41,42). Sin embargo, finaimente el

control de la replicacion viral se pierde y la enfermedad evoluciona a las etapas tardias de la
enfermedad (SIDA) (43).

Hay muy pocos estudios que han evaluado los efeclos del tratamiento antirretroviral sobre la RANC.
En 1996 en un estudio de pacientes tratados con zidovudina, antes del uso rutinario del TAVAA,
Mackewicz describe la reconstitucidbn de RANC que se asocia a buena respuesta clinica (44 ). En
1999, Wilkinson y col. estudian a pacientes infectados por ViH y exposicién previa a diversos
analogos de nucledsidos inhibidores de transcriptasa inversa y sus resultados muestran disminucion
significativa de RANC en pacientes en quienes el TAVAA reduce la CV a concentraciones
indetectables, a pesar de que se observa restablecimiento de 1a respuesta inmune celular en general
{45]. Un estudio reciente del grupo de Jay Levy en personas infectadas por VIH que reciben TAVA
durante la etapa primarnia de la infeccién, muestra disminucion significativa de RANC, al compararias
con pacientes infectados, en la misma etapa, sin TAVAA [46 ].

Sin embargo, no hay estudios que hayan determinado el efecto del TAVAA sabre la actividad anti-VIH

de las cT CD8+ supresoras durante las etapas intermedia y tardia de la enfermedad, es decir, en
pacientes cronicamente infectados.

Justificacion.

Hay evidencias convincentes de que las ¢T CDB8+ juegan un papel central en el control de la
enfermedad por VIH y se ha mostrado que la RANC correlaciona con la etapa clinica de la
enfermedad. El efecto del TAVAA es predominante sobre los virus libres, tiene diferente eficacia
viroldgica e inmunologica en las distintas etapas de la enfermedad y la vida media de su eficacia
virolégica es de 2 a 3 anos. Los resultados de diversos estudios indican que la respuesta inmune
especifica anti-VIH declina al disminuir la carga viral a concentraciones indetectables (menor de 50
copias RNA-VIH/mL) por el tratamiento antirretroviral. Sin embargo, se desconoce el efecto del

TAVAA sobre la RANC en pacientes cronicamente infectados por VIH, tanto los que se encuentran en
etapa intermedia de 1a enfermedad, como en la tardia.

Con base en lo anterior, el presente proyecto evalda y compara la relacion entre el control virolégico

de 3 y 6 meses de tratamiento anti-VIH altamente activo (TAVAA) y 1a RANC de pacientes en etapas
intermedia y tardia de 1a enfermedad.

Los resultados de este proyecto podrian ayudar a responder varias interrogantes que aan existen con
respecto a la reconstitucidn inmunoioégica especifica anti-VIH por el tratamiento, contribuirian a definir
la calidad de reconstitucion inmunologica inducida por el TAVAA y podrian aporar informacion
adicional sobre la historia y patogénesis de la enfermedad de los pacientes con tratamiento. Es
imporiante reconocer que aun hay considerable debate con respecto al tiempo optime del comienzo
del tratamiento anti-VIH. Uno de los factores determinantes de la controversia es la carencia de una
reconstitucidn inmunolégica especifica anti-ViH post-TAVAA, como ha sido mostrada por diversos
estudios. Por tanto, los datos que se obtengan de esta investigacion, podrian ser utiles en apoyar las
decisiones sobre el tiempo o6ptimo del principio del TAVAA en las personas infectadas que se
encuentran en diversas etapas de la enfermedad.




Objetivos.

Evaluar y comparar el efeclo de 12 y 24 semanas de tratamiento anti-VIH altamente activo sobre la
respuesta antiviral no citotdxica de células T CD8+ de pacientes |nfectados por VlH en etapas
intermedia y tardia de la enfermedad.

Hipotesis.
1. El efecto viroldgico del TAVAA se asociara con un mcremento 5|grut' calwo en la RANC de cT
CDB8+ de pacientes en etapa intermedia y no en los pacientes en etapa tardia.
2. El TAVAA incrementara significativamente la RANC de cT CDB+ de todos los pacuentes

Métodos.
Diseiio del estudio.

Estudio descriptivo, prolectivo, que evala y compara los efectos viroldgicos e inmunoldgicos del TAVAA
en pacientes infectados por VIH en diferentes etapas de la enfermedad.

Tamaiio de la muestra.

Se calculé mediante la férmula para diferencia de proporciones, con base en un estudio previo en el
que pacientes sin tratamiento tuvieron una diferencia en la actividad anti VIH de las cT CD8+de 51%
mayor en los asintomaticos (etapa temprana) comparados con los del grupo sintomatico o con SIDA (
etapa tardia) (43 ] y en otro estudio en el que pacientes tratados con zidovudina tuvieron aumenio en fa

actividad supresora 6.6 veces comparada con una disminucion de 6 veces en no tratados respecto al
valor basal [44 |

w=0.05
$3=0.20
Poder ( 1- (3)= 80%
n=1{ Zav [2P (1-P)j+ ZB ¥ [P (1-P, ) + Pc (1- Pg)] $2/ 82

Donde Pc=0.8

P.= 04
P =Pc+ P, n= 10 en cada grupo
8= Pc- P12




Pobilacién de estudio.

Individuos.

Se evaluaron 39 pacientes elegibles, de los que se seleccionaron 31 que cumplieron con los criterios
de inclusidn y superaron los de exclusion. Este documento presenta el andlisis de los resultados de
24 pacientes que han concluido el periodo de 6 meses de tratamiento.

Participaron 24 pacientes en etapas intermedia y tardia de la enfermedad por VIH, procedentes del
Servicio de Infectologia para Pacientes Inmunocomprometidos del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) y de la Clinica de VIH del Hospital General Regional No.72 del
IMSS. El periodo de inclusion de enfermos elegibles a este estudio fue de noviembre de 1999 a
diciembre de 2000. Todos tenian infeccion documentada por VIH sin tratamiento antirretroviral previo.
El protocolo fue aprobado por los comités cientifico y de bioética del INER (11 de Marzo de 1999
coédigo C-1199) y del HGR 72 del IMSS (12 de Noviembre de 1998, codigo 98-754-68) y todos los
participantes firmaron la carta de consentimiento informado.

Criterios de seleccion.

Para ingresar a este estudio, se consideraron a todos los pacientes con infeccidon documentada por VIH
que no hubieran recibido farmacos antirretrovirales, procedentes del INER y del Hospital General
Regional No. 72 del IMSS, que se encontraban en etapas intermedia y tardia de la enfermedad.

Criterios de clasificacion.
Se formaron dos grupos de estudio, segun las concentraciones cnrculanles de cT CD4¢IpL’

Grupo 1. formado por pacientes en etapa intermedia de la enfermedad por VIH. asmtoméucos. concT
CD4+ circulantes >200 =500/uL y/o carga viral en plasma > 20,000copias de RNA-VIH /mL. -

Grupo 2, en etapa tardia de la en(etfnedad SInlo?nas relac:onados con_ VIH o condicién opértunista

que define el SIDA y/o cT CD4+ =200/uL, més carga viral en plasma > 20,000copias de RNA-
ViH/mL. SR L

Criterios de inclusion.
Grupo 1: Pacientes en etapa intermedia de la enfermedad. :

1. Adultos de 18 a 64 afos de edad, con infeccion por VIH documemada
2. Asintomaticos.

3. cT CD4+ circulantes >200 s500/pL yio carga viral en plasma >20 .000copias de RNA-VIH/mL.
4. Consentimiento por escrito

Grupo 2: Pacientes en etapa tardia de la enfermedad.

Adultos de 18 a 64 anos de edad, con infeccién por VIH documentada
Antecedente de condicidn oportunista que defina el SIDA.
Asintomatico (sin evidencia clinica de infeccion activa)

cT CD4+ =200 /mL

Consentimiento por escrito

RhwN




Criterios de exclusién (para ambos grupos):

. Tratamiento previo con farmacos anti-VIH.

. Participacion en otro protocolo de tratamiento antirretroviral.

Uso de esteroides u otro agente inmunosupresor.

Uso de inmunomoduladores (e. g., interleucina 2, talidomida, pentoxifilina, interferén alfa,
hidroxiurea, cloroquina).

Diagnostico reciente de tuberculosis (menor de 2 meses)

infeccion oportunista activa.

. Linfoma

. Kamofsky < 50%.

. Incapacidad de permitir su seguimiento.

CENON AWM

Awi

] ion de tr

Las combinaciones de eleccidn en este estudio fueron: zidovudina ( AZT) S00 mg/dia (200 mg por la
manana, 100 mg por la tarde y 200 mg por 1a noche 6 250 mg cada 12 horas 6 300 mg cada 12 horas) o
estavudina (d4T) (30 6 40 mg cada 12 h) mas lamivudina (3TC) 300 mg/dia (150 mg cada 12 horas)
mas indinavir 2.4 g /dia (800 mg cada 8 horas) o efavirenz (600 mg /dia). En algunos casos se utilizé
abacavir, un analogo de nucledsido, como el tercer farmaco ( 300 mg cada 12 horas).

Los criterios que se evaluaron para comparar 1os grupos y determinar los efectos de 12 y 24 semanas
de TAVAA tueron la carga viral en el plasma, 1a concentracion circulante de células T CD4+, la RANC
por cT CD8+ y los sintomas relacionados con la infeccion por VIH o con enfermedades oportunistas.

El tratamiento fue proporcionado por el IMSS (a los pacientes del IMSS) y el INER (a los pacientes del
INERY), por un programa federal o estatal de tratamiento anti-ViH).

Debe considerarse que todos los pacientes que integran este estudio contindan con el TAVAA de
acuerdo con los criterios convencionales de guias internacionales [47].

El apego al tratamiento se evalud mediante la cuenta de tabletas en cada visita y, adicionalmente, con |3
determinacion de la carga viral subsecuente de 1a basal. Después de las comparaciones al final de los
periodos de 12 y 24 semanas de tratamiento anti-VIH, los pacientes siguen con sus visitas clinicas y
estudios de laboratorio ordinarios. Habra una evaluacion clinica, viroldgica e inmunologica final (post -

estudio) a 12, 18 y 24 meses del TAVAA. El analisis de esta evaluacion no sera considerado para esta
tesis.

Los pacientes en etapa tardia recibieron, ademas del TAVAA, farmacos como profilaxis primaria o
secundaria contra infecciones oportunistas, segun las guias internacionales de manejo y profilaxis de
infecciones oportunistas en los pacientes infectados por VIH {48}

Modificacion o ion del tr ient

P

El tratamiento fue modificado si las valoraciones médicas durante el seguimiento identificaron efectos
toxicos atribuidos a los farmacos (por ejemplo, anemia grave por zidovudina, reaccion grave de




hipersensibilidad inmediata, neuropatia por zidovudina o lamivudina, hepatitis o hiperglucemia grave por
indinavir) o por otros efectos adversos graves inesperados que pudieran haber sido ocasionados por el
tratamiento, o si hubo algin dato clinico (sintomas o nuevas infecciones/condiciones oportunistas),
virolégicos (carga viral nuevamente detectada) o inmunoldgicos (disminucion significativa de las
concentraciones circulantes de cT CD4+) de falla terapéutica.

Ante tales circunstancias, se empled una combinacion de farmacos con una eficacia antiviral similar
{que disminuya la carga viral plasmatica a concentraciones indetectables). Cuando los efectos adversos
ocurrieron con el (o los) esquema (s) subsiguiente (s), y no fue posible continuar con aiguno, o en ia
situacion de que no se logrd disminuir la carga viral significativamente {mayor de 2 logiw) o0 a
indetectable con cualquier esquema, el paciente no fue considerado en el andlisis de este estudio,
aunque permanece bajo vigilancia con los mismos procedimientos clinicos, virolégicos e inmunoldgicos.
En algunos casos fue necesario suspender el tratamiento por efectos adversos graves.

Criterios de eficacia.
Primario:

Aumento de la respuesta anti-VIH no citotdxica por cT CDB*. mducndo por el TAVA, con una diferencia
de por lo menos 40% de los pacientes entre ambos grupos. ;

La RANC ( o CNAR ) se determina por el ensayo agudo (ver abajo) ¥ los parametro que definen su
eficacia son: ) . .

El cociente que en el ensayo agudo muestre uhé inhibicibn 190% de la replicacion del VIH (medida por
ia determinacion de las concentraciones de Ag p24 qe VIH), comparada con los pozos de controt.

Un porcentaje de pacientes con mayor CNAR en uno de los grupos, siempre y cuando la dlferencia sea
mayor o igual a 40% y en los cocientes 0.25 a 1 (Una cT CD8+ versus 4 cT CD4+) 6 0. 5 a 1 (Una cT
CD8+ versus 2 cT CD4+) en el ensayo agudo.

Ofras variables que se evaluaron fueron la carga viral, la concentracién circulante by‘,‘el grado de
aumento de las cT CD4+, la correlacion entre el grado de aumento en las cT CD4+ yla RANC yde la

carga viral con la RANC, y ia ausencia de condiciones oportunistas o de sintomas relacionados con la
infeccion.

Analisis estadistico.

Se realizd mediante prueba t y pruebas no paramétricas (rangos sefalados de Wilcoxon'y Kruskal
Walllis } y X2 para comparacion de proporciones.




Evaluacidon del seguimiento y resultados.
Datos clinicos.

Todos los pacientes del estudio fueron sometidos a una evaluacién clinica basal y, a partir de!
comienzo del TAVAA, las evaluaciones fueron hechas mensualmente. En cada visita, se realizaron
estudios de laboratorio de rutina (biometria hematica, quimica sanguinea, pruebas de funcion
hepatica, examen general de orina, colesterol y triglicéridos).

Resultados:

Datos pre-TAVAA

Se evaluaron 39 pacientes elegibles, de los que se seleccionaron 31 que cumplieron con los criterios
de inclusion y superaron los de exclusion. £En este trabajo de tesis se presenta el analisis de los

resultados de 24 individuos, 12 procedentes del IMSS y 12 del INER, que han concluido el periodo de
6 meses de tratamiento.

De los 24 pacientes incluidos, 12 { 50%) pertenecen al grupo 1, etapa intermedia, y 12 (50%) al grupo
2, etapa tardia. Del grupo 1, 11/12 (92%) y todos los del grupo 2 son hombres. La edad promedio de
los individuos del grupo 1 fue 27.5 + 4.7, mientras que la de los del grupo 2 fue 37.25+ 8 afios. La
diferencia fue estadisticamente significativa (p =0.02). Como lo definen los criterios de seleccion, no
hubo antecedentes de sintomas definitorios de o asociados con el SIDA en los pacientes de la etapa
intermedia. Uno de ellos (8%) tuvo sintomas inespecificos. En contraste, 9 de los que integraron el
grupo 2 (etapa tardia) habian tenido condiciones relacionadas con el SIDA (p<0.0001), y en 3 de ellos
hubo sintomas inespecificos antes de comenzar el tratamiento (Cuadros 1 y 2). La definicidon de
etapa tardia en 2 casos fue con base en las concentraciones circulantes de cT CD4+ menores de
200/mL. Un paciente (#13), aunque tenia concentraciones circulantes de CD4 basales >200/mL, fue

clasificado en este grupo por datos clinicos; sus determinaciones subsecuentes fueron también
menores de 200/mL.

Seguimiento clinico.
Evolucion clinica.

Los esquemas de tratamiento asignados se muestran en el cuadro 3

Después de las evaluaciones del estado basal (pre-TAVAA), los pacientes de ambos grupos fueron
evaluados clinicamente y mediante estudios de laboratorio en los siguientes  intervalos. post-
tratamiento: semanas 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24. Se hizo especial énfasis en la busqueda de signos o-

sintomas de evolucidon de la enfermedad, de infecciones oportunistas ¢ de efectos adversos del
tratamiento.

Ningun paciente del grupo 1 tuvo datos clinicos de evolucidn del curso de la infeccion ni de infeccion
oportunista durante el tiempo de tratamiento. En el grupo 2, 3/12 pacientes (25%) tuvieron infecciones
oportunistas (paciente 20 candidosis bucal, paciente 16 tuberculosis y paciente 23, herpes zoster) que
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requirieron tratamiento especifico con: fluconazo!: antituberculosos y aciclovir respectivamente. El

paciente con tuberculosis requirid cambio de esquema anu-retrovlral evolucnonb salisfactoriamente y
no fue eliminado de! estudio. { p-O 07) : . .

De los pacientes del grupo 2, 312 (25%) mani on" datos ‘st gestivos del -sindrome de
reconstitucion mmunolégnca dentro del periodo de 3 meses de tratamiento; que se resolvieron en 3 a
4 semanas, sin suspender los farmacos anti-VIH y sin requerir de. tratamiento’ adicional (p=0.07)

Once de los doce pacientes del grupo 2se encontraban asm(omébcos a los 6 meses de tra!amlento
{Cuadro 4) : LT : :

Muertes durante el seguimiento:

Después de haber concluido un afio de TAVA, dos  pacientes - murieron

, evolucion de’ la
enfermedad (paciente 17 por sindrome de desgaste y paciente 18 por linfoma) TS S

Abandono y modificaci del tr I’ anti-vih,

Dos pacientes del grupo 1 (pacientes 6 y 10 de 1a etapa intermedia) abéhddnérbri e \rétémiéhto alos
3 meses. Uno del grupo 2 (paciente 16) requirid cambio de esquema anu-relrovural por tuberculosns Yy
otro {paciente 17) por, efeclos adversos, después de los 6 meses.

Efectos adversos.

Los datos de los efectos adversos se muestran en los cuadros 4 y 5.

Nausea.

El efecto adverso mas frecuente fue la nausea, que se presentd en 8 /12 ( 67%) de los pacientes del
grupo 1 y en 6/12 ( 50%) del grupo 2, durante los 3 primeros meses de tratamiento (p= 0.418)
También tuvieron vomito 3/12 pacientes del grupo 1 (25%) y 3/12 del grupo 2 (25%) (p=0.482) A
todos le les traté con sintomaticos y no hubo necesidad de disminuir 1a dosis o cambiar el tratamiento.
Uno del grupo 2 { paciente 17) continud con nausea y vomito durante mas de & meses.

Hiperbilirubinemia.

Tuvieron aumento en la bilirrubina sérica 3/12 pacientes (27%) del grupo 1 antes del comienzo del
tratamiento. A las 12 semanas 6/9 (67%) tenian hiperbilirrrubinemia, 2 de ellos menos del doble de
la cifra normal (con base en los valores considerados como normales por el laboratorio) (1X), 3 de
ellos de 2 a 3 veces (2X) y 1paciente mas de 3 veces el valor normal (3X). A las 24 semanas de
tratamiento, 3/8 pacientes { 37.5 %) continuaban con bilirrubina alta, 2 de eflos 1X el otro, 2X.

En el grupo 2, 2 /11 (18%) tenian hiperbilirrubinemia antes del tratamiento, 1 de elios 1X y el otro 2X.
A las 12 semanas, 2 {7 pacientes(29%) tuvieron aumento de la bilirrubina 3X y a las 24 semanas, 4
111(36%) persistieron con valores elevados, dos de ellos 2x y otros dos 3x. En ningun caso hubo la
necesidad de modificar o suspender los medicamentos. (Diferencia estadistica no significativa)




Transaminasemia.

Antes del comienzo del tratamiento, 3 de 10 pacientes de! grupo 1 (30%) tenian aumentadas las
transminasas (ALT y AST), 2 de ellos menos del doble {(1X) y uno, 2X; a las 12 semanas sélo 1 de 11
tenia aumento en las transaminasas, 1X, y a las 24 semanas !as enzimas se normalizaron en todos

los casos. En el grupo 2, 4/10 (40%) tenian hipertransaminasemia basal 1X. A las 12 semanas, 1/8
pacientes persistia con transaminasemia leve.

Hiperlipidemia.

En el grupo 1. 2/10 pacientes { 20%) tenian los niveles séricos de triglicéridos aumentados 1X antes
del tratamiento. A las 12 semanas, 3/8 pacientes ( 38%) tenian hipertrigliceridemia, todos menos del
doble que el valor basal. A las 24 semanas, 4/10 (40%) continuaban con hipertrigliceridemia, en 3
casos 1X y en 1, 2X. Antes del tratamiento, 2/11 pacientes del grupo 2 ( 18%) tenian niveles basales
de triglicénidos aumentados 1X. Alas 12 semanas, 2/ 6 ( 34%) mostraban hipertrigliceridemia ( 1X y
2X respectivamente) y a las 24 semanas, 5/11 (45%) la tenian; en 4 pacientes fue leve (1IX)yen 1,
moderada ( 2X).

Sdlo 1/10 pacientes del grupo 1 (10%) y 277 (29%) del grupo 2 tuvieron aumento leve de los niveles
séricos de colesterol a las 12 semanas de tratamiento, y 2/11 (18%) del grupo 2 persistieron con
aumento leve (1X) a las 24 semanas. Todos los pacientes fueron tratados con dieta y en los casos en
que la hiperlipidemia no se corrigid, se tratd con hipolipemiantes ( bezafibrato o atorvastatina).

La diferencia no fue estadisticamente significativa.

Hiperglucemia.

Ningn paciente del grupo 1 tuvo hiperglucemia durante los 6 meses de tratamiento y 1/11 ( 9%) del
grupo 2 la manifesto en forma leve y transitoria, sin haber requerido tratamiento.

Anormalidades urinarias.

Otro efecto adverso, relacionado con el uso de Indinavir, fue l1a presencia de leuco-eritrocituria en
3/12 pacientes ( 7, 8 y 9) , todos ellos del grupo 1 (25%) (p=0.025), antes de 6 meses de tratamiento.
Los 3 pacientes tuvieron ultrasonido y gammagrama renales anormales y ninguno de los 3 tuvo
aumento de la creatinina sérica. A dos de ellos se les cambi6 el Indinavir por Efavirenz a los 6 meses
de tratamiento, por persistencia en las alteraciones de la funcidon renal. Al afio estan asintomaticos y
las anormalidades descritas desaparecieron. Un paciente, también del grupo 1(# 2) y con el mismo
esquema de tratamiento, tuvo colico renoureteral a las 8 semanas, que se relaciond con ingestion de
liquidos baja. No tuvo anormalidades en el sedimento urinario ni en el ultrasonido renal. Se tratd con

aumento en el aporte de liquidos y al aio de tratamiento esta asintomatico, con pruebas de funcion
renal normales.
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Datos Viroldgicos.

Determinaciones de carga viral( CV ) en plasma.

La carga viral plasmatica de todos los parlicipantes se mididé mediante la técnica de RT-PCR
(Amplicor, Roche). Para las muestras basales se uso la técnica estandar (con limite de deteccion de
400 copias/mL plasma). La técnica ultrasensible (limite de deteccién de 50 copias/mL plasma) se
ulilizd para las muestras de las semanas 12 y 24. Las muestras de todos los pacientes fueron
congeladas a -80°C en el Laboratorio de VIH/ SIDA de! INER y procesadas al mismo tiempo al final
del estudio { COBAS Amplicor HIV-1 Monitor versidon 1.5)

Resultados:
Datos pre-TAVAA: carga viral en plasma

La carga viral basal en plasma de cada uno de los pacientes de ambos grupos se muestra en el
cuadroi. La media de ia carga viral basal del grupo 1 fue 187,230 + 199,246 copias de RNA-VIH/mL
plasma (log 527 + 5.30 ) y del grupo dos fue 1,070,833 + 730,028 /mL (log 6.03 + 5.86). La
diferencia fue estadisticamente significativa ( P = 0.001). La mediana del grupo 1 fue 142,500

(4160/mL - 793,000/mL) y del grupo 2 1,045,000 (102,000/mL - 2,810,000/mL). La diferencia fue
estadisticamente significativa (p= 0.001).

Seguimiento virolégico : carga viral en plasma

La figura 1 y el anexo 1 muestran las cargas virales individuales de ambos grupos, durante el
seguimiento.

Se incluyd en el analisis a todos los pacientes incluidos en el estudio { analisis de intencion de
tratamiento). La interpretacién de los resultados se comenta en la discusion.

A las 12 semanas de tratamiento, los pacientes del grupo 1 tenian una CV promedio 4759+ 8864
copias de RNA -VIH/mL (log= 3.68 + 3.95) y los del grupo 2, 60 + 59 copias (log =1.78 + 1.77). No
hubo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. (p=0.093). La mediana del grupo 1
fue 62 copias/ mL (18 — 25,900 )} y la del grupo 2, 35 copias de RNA -ViH/mL ( 0 — 189 ) (p=0.096).

10/12 pacientes { 83%) de!l grupo 1 que continuaban con el tratamiento tenian CV menor de 400
copias y 3/12 ( 25%) menor de 50. Tuvieron carga viral alta ( 4 log) 3 pacientes. Dos de elios (6 ¥ 10)
tuvieron desapego y abandonaron el tratamiento durante los 3 primeros meses. El otro (5) fue
irregular en sus citas y dejo el tratamiento después de los 6 meses.

Todos los pacientes dei grupo 2 ( 11/11}tuvieron CV menor de 400 copias/ mlL. { 7 de 11 {(64%) menor
de 50 copias/mL)

A las 24 semanas, el grupo 1 tuvo una media de 1039 + 3254 copias de RNA/mL (log=3.02 +:3.51) y
elgrupo 2, 952 + 1819 copias/mti (log =2.98 + 3.26). (p=0.942)

La mediana de carga viral en el grupo 1 era S copias {log= 0.7) de RNA -VIH/mL ( 0-10,300) y en el
grupo 2, 35 copias/mb ( 0-4200) (log= 1.54) (p=0.062) (Cuadros 6y 7)

Todos los pacientes del grupo 1, excepto los que abandonaron el estudio al concluir los 6 meses de
tratamiento, tuvieron CV menor de 50 copias/mL. De los 9 pacientes del grupo 2 a quienes se les

determind la CV a las 24 semanas , 7(78%) tenian menos de 400 copias /mL( 5 menos de S0
copias/mL.) La diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Datos lomunolégicos: células T CD4+

Determinacién de cc L circul decT CD4+/L

Se realiz6 mediante citometria de fiujo (FACScan, Becton-Dickinson)
Resultados:
Datos pre-TAVAA: cT CD4+

Las concentraciones circulantes de cT CD4+ de cada uno de los participantes en este estudio, en su
estado basal, se muestran en el cuadro1. La media de la concentracion basal de cT CD4+ de los
pacientes del grupo 1 fue 341 + 62.72 células /mL y la del grupo 2 fue 83 + 74 AL (p< 0.0001). La
mediana fue 330 L (256-466) en el grupo 1 y 51 L ( 27-273) en el grupo 2. La diferencia entre los
grupos fue estadisticamente significativa {(p< 0.0001).

Seguimiento : Células T CD4+

Se analizod el cambio en el numero de cT CD4 circulantes en cada uno de los grupos. Para poder
comparar la magnitud de cambio, se analizaron también las diferencias entre la determinacién basat y
de la semana 12y entre la 12 y la 24 de tratamiento en cada grupo, y se compararon. La figura 2y el

anexo 2 muestran las determinaciones individuales de los niveles de cT CD4 de ambos grupos,
durante el seguimiento.

En el grupo 1, fa media de la concentraciéon de células CD4 durante el seguimiento fueron, alas 12y
24 semanas 439 +766 y 450+109 pl respectivamente; las medianas del seqguimiento fueron 419
(343-598) y 454 (258-611) . En el grupo 2, los promedios de CD4 fueron 153 +:81.7y 128 + 5594 y
las medianas 132 (75-295) y 127( 17-240) a las 12 y 24 semanas, respectivamente. Las diferencias
fueron estadisticamente significativas { p<0.0001). (Cuadros 8y 9)

La magnitud detl cambio fue, en el grupo 1, 103 células pul ( 30%) de incremento a las 12y 24
semanas de tratamiento, respecto al valor basal. En el grupo 2, la magnitud del aumento fue
81 células (97.5%) y 45l (54%) alas 12 y 24 semanas.

Al comparar la magnitud de aumento, no se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre
los 2 grupos




Datos Inmunolégicos: RANC

Determinaciéon de RANC.

La RANC se determina por el ensayo agudo (ver abajo} y los pardmetros usados para su medicion
fueron:

A.

B.

C.

El porcentaje de inhibicidn de la replicacion del VIH { medida por la determinacion de las

concentraciones de Ag p24 de VIH comparada con los pozos de control) en los diferentes cocientes
de cT efectoras: cT blanco:

. cT CD8+/cT CD4+ 1:4 = cociente 0.25

. cT CDB8+/cT CD4+ 1:2 =cociente 0.5
. cTCD8+/cT CD4+ 1:1=cociente 1

El cociente que en el ensayo agudo muestre una inhibicion 290% de la replicacién del VIH (medida
por la determinacion de las concentraciones d Ag p24 de VIH), comparada con los pozos de control.

El numero de pacientes que, en cada cociente, togran una inhibicion 290% _de la rebli;:adéh del,VIH;

Ensayo agudo.

1.

Obtencién de células mononucleares en sangre periférica (PBMC). Se tomaron muestras de
sangre a los pacientes para obtencion de células periféricas mononucleares. La sangre de los
donadores sanos fue proporcionada por el banco de sangre del INER. Se obtuvieron las PBMC
de l0s pacientes y de los donadores sanos por gradiente de densidad (técnica de Fycoll Hypaque,
SIGMA ) (43 ). Las celulas fueron congeladas y preservadas en nitrbgeno liquido hasta su
procesamiento.

Separacion y purificacion de células. Las ¢T CD4+ de donadores sanos y las cT CD8+ de
pacientes infectados fueron separadas de las PBMC descongeladas mediante esferas
inmunomagneéticas anti CD4 y anti CD8, respectivamente. (Dynal, Great Neck NY (43), y
utilizadas para los ensayos agudos cuando la pureza, detrminada por citometria de flujo
{(FacScan, Becton-Dickinson} fue =95% (Tri Test TM CD4 FITC/ CD8 PE/ CD3 PerCP, Becton
Dickinson)

Estimulacion e infeccion de cT CD4. Las células T CD4+ de donadores no infectados por ViH se
cultivaron en una concentracion de 3X106 células/ ml. de medio de cultivo [RPMI 1640 con 10%
de suero bovino fetal inactivado por calor (30 minutos a 56°C) y 10% de IL-2 natural (Roche-
Lakeside ). supiementado con 1% de penicilina-estreptomicina (100 Us/mL y 100 pg/mt
respectivamente) (Bio Whitaker), 2mM de glutamina (Bio Whitaker)] con 3 pg/mL de PHA-P
{SIGMA) durante 3 dias. Después se infectaron in vitro en la forma descrita (43). En breve, las
células estimuladas fueron lavadas y tratadas con 2pg/mL de polibreno (Sigma) durante 30
minutos a 37°C, lavadas e infectadas con 500 TCID 50/ 108 células de 1a cepa SFas de VIH-1,
resistente a B quimiocinas. durante una hora a 37°C, y resuspendidas a una concentracion de 3X
105 células por mL en el medio de cultivo con 100 unidades/mL de IL2 recombinante humana
(Roche- Lakeside). En la mayoria de los casos se destinaron células T CD4+ de un mismo
donador sano para los ensayos de cada paciente.

Ensayo “"agudo” para determinacion de la actividad supresora de las cT CD8+. (43). Se hicieron
los ensayos basal y de las semanas 2, 4, B, 12y 24 al mismo tiempo. Se utilizaron las cT CD4 de
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donadores sanos, estimuladas con PHA e infectadas con VIH SFas. Las cT CD8 (obtenidas de las
PBMC de los pacientes y previamente estimuladas en la forma descrita durante 3 dias) fueron
agregadas al cultivo para obtener cocientes de CD8:CD4 de 0:1 {control negativo), 0.25:1, 0.5:1,
1:1 y, cuando las células fueron suficientes, 2:1 y 4:1. Las células se cultivaron por duplicado en
placas de 24 pozos con 1mL de medio de cultivo con IL-2 recombinante humana e incubadas
durante 14 dias a 37°C de temperatura y 85 % de CO2 . Se tomaron 700pL de sobrenadante los
dias 4, 7 y 10, que se reemplazaron con 800 pL de medio de cultivo fresco. Los sobrenadantes
fueron congelados a -80°C y procesados para medir (lector-lavador CODA, BIORAD) las
concentraciones de Ag p24 { HIV-1 p24 Ag, cat . 6604 535, Beckman Coulter). Se considers que
hubo supresidén cuando se obtuvo reduccion de 90% de la cantidad de Ag P24, comparado con
las concentraciones de los pozos control.

Resuitados: RANC

Las figuras 34 y 5 y los anexos 3, 4 y 5 muestran el seguimiento individua! de los porcentajes de
inhibicién de VIH en jos diferentes cocientes de todos los pacientes del estudio, divididos por la etapa
de la enfermedad.

Las comparaciones se realizaron entre los grupos ( intergrupo), tanto en el estado basal como en
cada uno de los dos seguimientos, semanas 12 y 24 postratamiento) { cuadros 10 y 11) y dentro de
cada grupo ( intragrupo) (estado basal vs. cada uno de los segulmlemos. semana 12y semana 24
postratamiento). { Cuadros 12 y 13). : :

Eficacia de RANC

Para la comparacién y el analisis de la respuesta anh-Vl

no citotoxica por células T CD8+ (RANC)
de los 2 grupos, se tomaron en cuenta: ;

1. Porcentajes de inhibicion de la replicacion viral para cada caciente

T blanco (cT
CD8+ : cT CD4+) en cada grupo: . EUR

. CT CDB+/cT CD4+ 1:4 = cociente 0.25 e T
. cT CD8+/cT CD4+ 1:2=cociente 0.5 .
. cT CD8+/cT CD4+ 1:1 =cociente 1

2. Cociente de inhibicion de 90% de la replicacion viral.:

3. El namero de pacientes que, en cada cociente, fograron una iﬁhibfcién =90% deﬁla replicacion del
VIH | para poder comparar la diferencia de respuesta en ambos grupos.

Comparaciones entre los 2 grupos.

1. Porcentaje de inhibicion de la repli ion viral .2 i 025

En este estudio se discuten los resultados del porcentaje de inhibicion encontrados con el cociente
0.25, por ser éste el mas estricto (el que requiere de menor namero células efectoras para inhibir 1a
replicacidn de mayor numero de células blanco infectadas) y, por tanto, el que refleja mayor eficacia
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inmunolégica. (Cuadro 10) Los valores de los cocientes 0.5 y 1 se muestran en forma individual en
fosanexos4ySyenlasfiguras4y 5.
t os datos mostrados son las medianas y los percentiles 25% - 75%.

Pre -TAVAA ( Basal). En el cociente de 0.25, las medianas de RANC fueron 83% ( percentiles 25 -
75 de 62% y 91%, respectivamente) para el grupo 1 y 36% { 0.4 - 78.2 , respectivamente) para el
grupo 2. La diferencia fue, estadisticamente, de significancia limitrofe (p = 0.05).

En la semana 12 post-TAVAA, las medianas de RANC fueron 81% ( 71- 93 ) para el gmpo 1y61% (
40 -89.5) para el grupo 2. La diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0.3

En la semana 24 post-TAVAA las medianas de RANC fueron 79% { 66 —86) para el grupo 1y83% (
54 — 94 ) para el grupo 2. No hubo dlferencm estadisticamente significativa ( p = 1.0).

2. RANC 2 90% de la replicacion viral: Cociente 0.5 -

Antes del tratamiento, la mediana del cociente con el dhe se logrd inhibir: 90% de la repliéacnén viral

fue 0.5 ( 0.25-2.0 )enelgrupo 1y 2.0(0. 25—4 O)enel: grupo 2. La diferencia fue estadlsucamente
significativa ( p=0.014). -

A las 12 semanas, la mediana del cociente de 90% de mh: sc:én continuaba S|endo pafé el grupo
1( 0.25-1.0 ) , mientras que en grupo 2 habla dlsmm i : A
A las 24 semanas, la mediana del coctenle de mhlblmén para el grupo 1s

siendo 0.5 y.para el .
grupo 2 era 0.5 { 0.254 ) (p=0.276 ) (Cuadro 11)

3. Numero y porcentaje de pacientes que inhibieron = 90% de l1a v plicacion viral: Cocie 0.5

En este estudio se discuten y comparan el nimero de pacientes que lograron 90% de inhibicion con el
cociente 0.5, porque es con el que se aprecian mejor los resultados que encontramos ( cuad(q 12).

En el cociente 0.5, el porcentaje de pacientes que inhibi6 Z90% de la replicacion de VIH antes del

tratamiento (valor basal) fue 73% ( 8/11 ) en el grupo 1y 20% ( 2/10 ) en el grupo 2.La dsfevenc:a fue
estadisticamente significativa (p =0.03}.

En la semana 12 postratamiento el porcentaje de pacientes que inhibid 280% de 1a replicacién de VIH

fue 80% ( 8/10 Y en el grupo 1y 78% ( 7/9 ) en el grupo 2. No hubo diferencia estadisticamente
significativa (p =1.0).

El porcentaje de pacientes que en la semana 24 postratamiento inhibid 290% de ia replicacion de VIH

fue 80% ( 8/10 ) en el grupo 1 y 57% ( 4/7 ) en el grupo 2. No hubo diferencia estadisticamente
significativa (p =0.6).




Comparaciones intragrupo:
Grupo 1

Como puede verse en los cuadros 13 y 14, al analizar el porcentaje de inhibicion de la replicacion viral
se encontrd que los cambios entre el valor basal y de la semana 12, semana 12 -24 y basal - semana
24 no fueron estadisticamente significativos con ninguno de los cocientes de inhibicion. (Cuadro13 )

Al analizar los cocientes de 90% de la inhibicion se encontraron resultados semejantes: no hubo
diferencias estadisticamente significativas en los valores basales y de la semana 12, semanas 12-24
y basal-semana 24. (Cuadro 14)

Grupo 2.

En el grupo 2, la diferencia en el porcentaje de inhibicién entre el valor basal y de la semana 12 fue
significativa con los cocientes 0.5 y 1. ( p= 0.03 y p= 0.04 respectivamente). Al comparar los valores
entre las semanas 12 — 24, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en ninguno de
los 3 cocientes, lo que significa que los cambios mas importantes ocurrieron en las primeras 12
semanas de tratamiento. (Cuadro 13 ) (Figura 6)

Nuevamente, encontramos que hubo diferencias estadisticamente significativas entre el namero de
pacientes que lograron 90% de inhibicién de la replicacion viral durante las 12 primeras semanas de
tratamiento ( valores basal - semana 12) con los cocientes 0.5 y 1. Tampoco encontramos diferencias
al comparar las semanas 12-24 en ninguno de los 3 cocientes.

{Cuadro 14)
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Discusion.

Se ha mostrado que los beneficios clinicos del TAVAA tienen como faclor delerminante el contro! de
la replicacion de VIH y la consecuente declinacion de sus concentraciones en plasma y algunos
tejidos, lo que resulta en aumento de las concentraciones circulantes de cT CD4+ y en reconstitucion,
aun en los pacienies que se encuentran en etapas tardia y avanzada de la enfermedad, de la
respuesta linfoproliferativa especifica contra diversos patdgenos, tales como el complejo
Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii,
Citomegalovirus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Pneumocystis carinii. El uso
apropiado del TAVAA, por tanto, se expresa clinicamente en menor incidencia de enfermedades
oportunistas, mejor calidad de vida y mayor supervivencia.

Sin embargo, a pesar del control de la replicacion de VIiH por el TAVAA, no hay evidencias
convincentes de que mejore o por 1o menos se mantenga una eficiente respuesta inmune dirigida
contra el virus. De hecho, se ha observado en diversos estudios que de manera proporcional al
control de la replicacién viral por el tratamiento antirretroviral, ocurre una declinacidn de la respuesta
inmune anti-VIH, tales como la respuesta linfoproliferativa de células T CD4+ especificas anti-VIH
(26.31), la actividad citolitica por ¢cT CDB8+ dirigidas contra epitopes especificos del virus (22) o la
respuesta anti-VIH no citotdxica por cT CDB+ (46). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han
realizado en numeros limitados de pacientes que se encuentran en etapas muy tempranas de la
enfermedad. Por olra parte, se han definido con mejor precision las limitaciones del TAVAA con
respecto a la erradicacion del virus y se han descrito sus multiples efectos toxicos a corto, mediano y
largo plazo, lo que ha dificultado en la actualidad saber con precision los tiempos 6ptimos de cuando
empezar el tratamienio antirretroviral o cuando cambiario, como lo muestran los cambios frecuentes
en las guias internacionales de tratamiento anti-VIH (47). Por tanto, mas que ia erradicacion del VIH
del organismo humano, €l objetivo actual de las estrategias de tratamiento anti-VIH es establecer un
control a muy largo plazo del virus y en consecuencia dei curso de la enfermedad. Para ello, es
necesario definir con precision la dinamica de las diferentes respuestas del sistema inmune contra el
VIH, en pacientes en diferentes etapas de la enfermedad.

El objetivo de este estudio fue evaluar y comparar el efeclo de 12 y 24 semanas de un tratamiento
anti-VIH potente y eficaz sobre la RANC de pacientes infectados por VIH en etapas intermedia y
tardia de la enfermedad, bajo el supuesto que los pacientes en etapa intermedia tendrian mayor
reconstitucién de l1a respuesta inmune anti-VIH no citotoxica por cT CDB8+. Incluimos solo a los
pacientes de ambos grupos que mostraron eficacia virolégica al tratamiento, con evidencia de un
rapido e intenso control del virus, evaluada por las mediciones repetidas y frecuentes de las
concentraciones plasmaticas de VIH, y que mostraron un incremento gradual y relativamente similar
de las concentraciones circulantes de células T CD4+.

Se realizo el analisis estadistico en todos los pacientes (analisis de intencion de tratamiento) y
también sin los pacientes que tuvieron carga viral detectable durante el estudio (Pacientes 5,6 y 10

del grupo 1) y no encontramos que los valores de las pruebas estadisticas fueran diferentes de las
qQue mostramaos en este trabajo.

Nuestros resultados confirman que Ias variables virolbgicas e inmunolégicas distinguen las etapas de
la enfermedad. Fueron evidentes, por ejemplo, las diferencias de concentraciones plasmaticas de VIH
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y de linfocitos CD4+ circulantes en los dos grupos. Especificamente, este estudio muestra diferencias
estadisticamente significativas en los cocientes de células T CD8+/CD4+ requeridos para inhibir mas
de 90% de la replicacion de VIH entre los pacientes en etapa intermedia de la enfermedad,
comparados con los de etapas tardia.

Antes del comienzo del tratamiento, la capacidad de la RANC de los pacientes en etapa intermedia
fue significativamente mejor que en los de etapa tardia, aunque para inhibir 90% o mas de la
replicacion de VIH se observo solo en los cocientes de células T CD8+/CD4+ de 0.5y 1. Es posible
que en cocientes de células T CD8+/CD4+ menores (e. g.. 0.25) no se haya observado diferencia
estadisticamente significativa debido al numero limitado de pacientes en los grupos. Es posible
también que la no diferencia en este cociente indique que los pacientes en etapa intermedia de la
enfermedad han disminuido la capacidad de la RANC para inhibir 1a replicacién viral. A este respecto,
se ha observado un gradiente de respuesta anti-VIH no citotéxica por cT CD8+ en las diferentes
etapas de la enfermedad (43). Es decir, existe una correlacién entre la RANC y el estado clinico de
fos pacientes con infeccién por VIH.

Hasta ahora, no se habian investigado los efectos del tratamiento antirretroviral altamente activo
sobre 1a RANC de pacientes con infeccion cronica por VIH, en diversas etapas. Este es el primer
estudio que compara, ademas, los efectos del TAVAA sobre la RANC, a corto plazo y en diversos
puntos postratamiento. Nuestros resultados sugieren que las diferencias de RANC en el estado basal,
se pierden a medida que se logra un control viroldgico similar entre ambos grupos. Es decir, cuando
los pacientes de ambos grupos se sitian en un mismo punto viroldgico (menos de 400 6 50 copias
/mL de plasma), lo que se logra rapidamente, la RANC de los pacientes en etapa tardia aumenta y
tiende a ser similar a la de los que se encuentran en etapa intermedia de la enfermedad. Mas aun, en
el analisis intragrupo, es decir en las semanas 12 y 24 postratamiento versus el estado basal, la
reconstitucion de la RANC es evidente solo en los pacientes en etapa tardia de la enfermedad. Aun
cuando se toma 90% o mas de RANC como parametro de eficacia, la reconstitucion es
significativamente mayor solo en los pacientes en etapa tardia de la enfermedad (cocientes cT
CD8+/CD4+ 0.5y 1).

En conjunto, nuestros datos sugieren que los pacientes infectados por VIH en etapa tardia de la
enfermedad pueden reconstituir la RANC al controlar eficientemente Ia replicacion de VIH con el
tratamiento antirretroviral. Estos resultados podrian ser, de confirmarse en un estudio con un mayor
tamafo de muestra, un factor mas que apoyaria el retraso del tratamiento antirretroviral en personas
infectadas cronicamente por VIH. Nuestro estudio complementa la investigacion de los efectos del
TAVAA sobre la RANC, pues previamente se ha descrito (46), en pacientes que se encuentran en la

etapa primaria de la infeccién por VIH, que la RANC disminuye at controlar la replicacion de VIH con
el ratamiento.

Otros estudios {45) han observado que una disminucién significativa de RANC, proporcional a la
disminucion de la carga viral plasmatica, en pacientes tratados con inhibidores de transcriptasa
inversa analogos de nucledsidos. Sin embargo. este estudio, a diferencia del nuestro, no distingue las

etapas de la enfermedad de los pacientes e incluye pacientes con tratamiento previo, variables que
podrian explicar las diferencias.

Se han estudiado los efectos del TAVAA sobre otros tipos de respuesta inmune celular, tales como la
respuesta linfoproliferativa por cT CD4+ especificas anti-ViH (RLP) (25-31) o la respuesta citotdxica
por cT CD8+ (CTL) (22-23). En pacientes en etapa primaria en quienes el TAVAA controla la
replicacion de VIH, se ha observado una fuerte RLP de c¢T CD4+ especificas contra Gag de VIH,
comparable a la RLP observada por personas infectadas por VIH con evolucién lenta o no evolucion a
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largo plazo de la infeccidn (23a). Concurrente al aumento de RLP, estos sujetos desamollaron fuerte
respuesta antiviral por CTL. Sin embargo, 1a magnitud de la respuesta de CTL fue menor que en los
pacientes con infeccion cronica (22), probablemente explicada por una respuesta contra una
poblacion de quasispecies virales mas homogénea durante la infeccion primaria.

La respuesta citolitica tiene variaciones notables durante las primeras dos semanas después del
comienzo del tratamiento (23). Después de ese tiempo, |a respuesta de CTL tiende a disminuir en
forma proporcional a la disminucion de la CV a concentraciones indetectables. Se ha propuesto (23)
que la causa de este fendmeno podria ser la ausencia o la pérdida de estimulacion antigénica al
disminuir la carga viral plasmatica y tisutar.

De manera paraddjica, otros estudios (24,26,27) indican que los pacientes tratados durante la
infeccién primaria desarrollan una eficiente respuesta linfoproliferativa (RLP) de cT CD4 especifica
contra el VIH, que disminuye de nuevo durante los periodos en que hay aumento transitorio de la

replicacion viral, 1o que sugiere que la restitucidén inmune podria depender de la supresion completa
delaCV.

Durante la etapa cronica, los resultados de los estudios también son contradictorios. Por ejemplo, se
ha demostrado una eficiente RLP especifica en pacientes infectados por VIH que controlan de
manera natural Ia replicacién viral y mantienen una respuesta inmune eficiente durante largo tiempo
(mayor a 10 aflos), denominados supervivientes a largo plazo (27) y se ha observado que esta
respuesta es inadecuada en pacientes con CD4 = 250/ pl tratados (30). En contraste con estos
resultados, un estudio muestra algunos pacientes en etapa tardia (CD4 < 75/ ul) pueden tener una
respuesta linfoproliferativa especifica anti-VIH semejante a los LTNP (30).

Con respecto a la capacidad del tratamiento antimetroviral para reconstituir la respuesta inmune
especifica anti-VIH, Angel et al muestra restitucion de 1a RLP especifica anti-VIH por cT CD4+ en
pacientes con TAVAA y CV indetectable durante varios afos (28). Por otra parte, se ha observado
(30.31) que la respuesta linfoproliferativa de cT CD4 especifica anti-VIH es mayor en pacientes con
infeccion cronica no tratados que en aquellos tratadas con TAVAA y en un estudio reciente ( 50) se
encontréd que la recuperacion de 1a respuesta inmune especifica anti-VIH es incompleta después de 3
afos de tratamiento. en pacientes con 100-300 cT CD4/ L, y que ocurre principaimente durante el
primer ano del ratamiento.

Los hallazgos respecto a la respuesta inmune humoral en pacientes con TAVAA son semejantes.
Binley (53) encontrd que algunos pacientes tratados con TAVAA en etapa muy temprana de la
enfermedad no desarrollaron respuesta por anticuerpos neutralizantes, mientras que otros que habian
tenido desapego intermitente al tratamiento desarroliaron titulos altos de anticuerpos neutralizantes
que coincidieron con periodos breves de replicacion viral.

Kimura y cols. (54) Observaron que éste tipo de respuesta permanecid sin cambios en ta mayoria de
ios pacientes que estudiaron. Un porcentaje bajo de pacientes que habian tenido episodios de
replicacion viral baja ("blips™) mosiraron aumento en la actividad por anticuerpos neutralizantes., lo
que sugiere que la eficiencia de esta respuesta depende de la estimulacion antigénica por el VIH.

Es importante sefalar que los datos preliminares de este estudio en el seguimiento a 12 meses

postratamiento anti-ViH, sugieren una tendencia a la disminucion de RANC en ambos grupos (Datos
no mostrados).




En nuestro estudio, la respuesta del fratamiento desde el punto de vista clinico fue la esperada, de
acuerdo con los reportes de 1a literatura. Los efectos adversos mas frecuentes (sintomas digestivos)
se presentaron, como se esperaba, durante los 3 primeros meses de tratamiento ¥ no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos. Tuvieron infecciones oportunistas 25% y
empeoramiento paraddjico (sindrome de reconstitucion inmunologica) 25% de los pacientes del grupo
2 durante los 3 primeros meses de tratamiento.

Casi todos los pacientes en nuestro estudio, excepto 3 que después abandonaron el tratamiento,
tuvieron carga viral 1aenos de 400 copias a las 12 semanas; todos los del grupo 1 que continuaron
con el tratamiento y 7 de 9 del grupo 2 permanecieron con CV menor de 50 copias a las 24 semanas.
No hubo diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.

En los dos grupos hubo aumento en el nimero de cT CD4+. La diferencia en el nimero de CD4
cambid en forma minima entre las semanas 12 y 24. Esto significa que en este estudio, el aumento
maximo de CD4 ocurrié a las 12 semanas de tratamiento.

Es importante sefialar que el porcentaje de aumento de cT CD4 fue equivalente { y ain mayor) en el
grupo 2 que en el grupo 1.

En los pacientes del grupo 2 los cambios mas importantes en la RANC también ocurrieron durante las
primeras 12 semanas del tratamiento.

En resumen, nuestros hallazgos muestran reconstitucion, at menos temporal, de la respuesta inmune
especifica contra VIH en los pacientes en etapa tardia de la enfermedad por VIH. Los mecanismos
de la reconstitucion inmunologica permanecen desconocidos. Un estudio reciente (55) propone que
un mecanismo importante en la prediccion de la restitucion de la respuesta inmune con el TAVAA es
1a magnitud de inflamaciéon y depésito de colagena en los ganglios linfaticos, semejante a lo que
ocurre en la cirrosis hepatica. Estos autores observan una correlacién inversa entre ia magnitud de
inflamacion y fibrosis del tejido linfoide y 1a poblacion de cT CD4 en los ganglios linfaticos y en sangre
periférica y que, en algunos pacientes, los cambios en la arquitectura linfoide pueden mejorar con el
tratamiento. Otros estudios (56,57) indican, por medio de biopsia de timo y estudios de la funcion
timica, que algunos pacientes con TAVAA pueden recuperar la timopoyesis, lo que contribuiria con la
restitucion de la respuesta inmunolégica observada en algunos enfermos con tratamiento.

Nuestros resultados tienen implicaciones sobre |a historia de la enfenmedad por VIH en tiempos del
tratamiento antirretroviral y podrian tener implicaciones sobre el tiempo 6ptimo de | principio del
tratamiento anti-VIH. Es importante reconocer, sin embargo, que se requiere confimar nuestros datos
con un mayor namero de sujetos, determinar si los efectos observados se mantienen durante mayor
tiempo y comparar los etectos del TAVAA con otras formas de respuesta inmune contra el virus de la
inmunodeficiencia humana.

Conclusiones.

Nuestro estudio muestra que. en pacientes en etapa tardia de la enfermedad por VIH, la eficacia
virologica de! TAVAA se asocia con reconstitucion de RANC.

La RANC de los enfermos en etapa tardia es semejante a la de los pacientes en etapa intermedia.

El tratamiento no mejord 1a respuesta de RANC en los pacientes en etapa intermedia.
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Cuadro 1
Caracterisicas generales

- Grupo 1 : Etapa intermedia

pac Clave Edad  Sexo . CD4 basal CV basal CV log basal : Sintomas previos
1 AOV 25 M 407 142,000
2 CHS 2850 M 311 52,600
3 IPH 32 M 346 152,000
4 JHA 22 M 350 119,000
5 dMV 28 TM 357 4,160
6 JMVT 12330 ‘M 315 134,000
7 MAHM - 33 M 416 210,000
8 RSB £ 31 M 466 . 164,000
9 EGT 218 M 305 - . 208,000 "
10 | MEPP 28 F ‘310 . -
11 OACM ' ''28 M
12 RFN - 30 M
Promedio
13 M Candidosis oral/ paralisis facial
14 M TB meningea
15 M PCP SK Enf Gl salival
16 M TBP
17 M rCcP
18 M Herpes zoster
19 LM PCP
20 M TBP
21 M Candidosis bucal
22 ML Sindrome de desgaste
23 LM TB Linfohematégena
34 M- pcp




Cuadro 2

Caractensncas generales

Etapa S

: Etapa
o tardia

No. de pacientes
Sexo H/M :
Enfermedad previa
Edad ( x y DE) "

lntennedla

i~',,12124, (50%

112 (92%)

ANz @wy
27.5£4.7 ¢

2124 (50)%) :
12712 (100%),
12/12 (100%)

‘372548

1'<0.0001"

0.02
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Cuadro 3

Tratamiento asignado

Etapa intermedia

Etapa tardia

AZT+3TC+IDV

11/12 (92%)

5/12 ( 42%)

Evolucion clinica

AZT+3TC+EFA 112 ( 8%) 3112 (25%)

d4T+3TC+EFA o 1712 (8%)

AZT+3TC+ABA' o] 3712 (25%)
Cuadro 4

Etapa intermedia

Etapa tardia .

10 * o

- Semana 12 0112 3112 ( 25%)
Semana 24 0/12 0/12.

RI™ G
Semana 12 0/12 3112 .(.25%)

Nausea

Semana 12
Semana 24

8/12 ( 67%)
o2

Vomito
Semana 12

3/12 ( 25%)

13112'( 25%)

Semana 24 or12 112 (8%) .482
AU Gl i
Semana 12 3/12 ( 25%) : :'-_0l12 . ! _.070
Semana 24 3/12 (25%) LT on2 e .070
* 10= Infeccianes oportunistas
** RiI= Reconstitucidn inmunalogica
== AU= Anormaldades urinarias: leuco-erntrocituna, o ido y gamu renal anormales
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Cuadro §
Efectos adversos *

Etapa Intermedia Etapa Tardia
Basal Sem 12 Sem 24 Basal . Sem 12 Sem 24

Anaemia . Leve o [*] <] W12 (25%) o 17 (14%)

Moderada o o o o o o

Severa o o o 0 o
Birmubinemia X A2 (27%) | 20 ( 22%) 278 ( 25%) 1711 ( 9%) ) 5}

2X o 3/9(33%) | 178 (12.5%) | 1711 (9%) o 2/11 ¢ 18%)

3x o 179 ( 12%) o o 2/7 (29%) | 2/11 ( 18%)
Transaminemia 11X 2/10 ( 20%) 1711 (9%) 5] 4710 (40%) | 1/8 ( 12.5%) o

2x 110 ( 10%) o o o o o

3x o [+] o o o [+]
Hipergiucemia X ] () ) 9 (11%) () )

2X o o o] o o (]

3x o o o o o o
Hipertrigiicendemia [1X 2/10 ( 20%) 378 ( 38%) 3/10 (30%) | 2/11 ( 18%) 6 (17%) | 47111 ( 36%)

2X 0 ) 1710 (10%) o 16 ( 17%) 111 ( 9%)

33X o o o o ] o
Hipercolesterolemia [1X [ 110 ( 10%) [*] [+) 217 ( 29%) 2/11 ( 18%)

22X o o o o o 4]

3X 2] o o o] o o
*~ Diferencias i We no

- LA




Cuadro 6
Carga viral (CV)

Etapa intermedia Etapa tardia
Mediana Rango Mediana Rango [
Copias RNA/mL}

Basal 142,500 4,160 - 793,000 1,045,000 [102,000- 2,810,000 0.001
Semana 12 62 18 - 25,800 : 3 0-189 0.096
Semana 24 5 0-10,300 35 0 -4200 0.062

log10 .

Basal 5.15 3.62 - 5.90 6.02 5.01- 6.45 0.001
Semana 12 1.79 1.26 -4.41 1.54 0-228 0.096
Semana 24 0.70 0-4.01 1.54 0-3.62 0.062

Cuadro 7
Carga viral (CV)
Etapa intermmedia Etapa tardia
X DE X DE P
Copias RNA/mMU]

Basal 187,230 199,246 1,070,833 730,028 0.001
Semana 12 4,759 8.864 &0 59 0.083
Semana 24 1,039 3,254 952 1.819 0.942

1og10

Basal 5.27 5.30 6.03 5.86 0.001
Semana 12 3.68 3.95 1.78 1.77 0.093
Semana 24 3.02 3.51 2.98 3.28 0.842
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Cuadro 8
Células TCDa+/nL

intermedia Etapa tardia
Ringo . Médiana Rango [
Basal 256466 Ter |l e 272273 0.0001
Semana 12 13205 | 7 75-298 0.0001
Semana 24 127 L -17-240 0.0001
“Cuadro 9
Célutlas TCDA+/L
Etapa intermedia Etapa t.-_grqia
X DE X )
Basal 341 62.72 83 0.0001
Semana 12 439 76.60 153 " 0.0001
Semana 24 450 108.78 128 0.0001

cone
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Cuadro 10

Actividad antiviral: % de inhibicion

Etapa interTnedia Etapa tardia
Mediana Percentil 25-75 Mediana Percentil 25-75
Cociente 0.25
Basal 82.80 61.9-91.3 35.70 -04-78.2
Semana 12 81.10 71.2-92.8 61.40 40.1 - 89.5 :
Semana 24 78.93 66.3 - 86.2 83.00 53.9-942 .|
Cociente 0.5 AR Y T
Basal 95.96 88.88-.96.99
Semana 12 94 .50
Semana 24 94.70
Cociente 1
Basal 99.25 97.95-99.88""
Semana 12 99.00 97.10-989.78 1"
Semana 24 99.46

/98,50 - 99.7
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Cuadro 11
Actividad antiviral: Cociente de 90% de inhibicién

Etapa intermedia Etapa tardia
Mediana Min-max Mediana Min-max [

. Basal 0.50 0.25 - 2.0 2.00 0.25-40 0.014
Semana 12 0.50 0.25-1.0 0.50 0.25-20 0.219
Semana 24 0.50 05-1.0 0.50 0.25-25 0.719

Cuadro 12
Actividad antiviral: Pacientes que inhibieron
90% o mas de la replicacion de VIH
Etapa intermedia Etapa tardia P
N % N Y%
Cociente 0.25
Basal 312 25 1710 10 0.6
Semana 12 4/10 40 2/8 25 :-0.6
Semana 24 /10 o} 2/7 0.2

Basal a/M11
Semana 12 &10  |..;
Semana 24 810 .
Cociente 1 o

Basal 11/12
Semana 12

Semana24 | 1010

w




Cuadro 13
Actividad antiviral: % de inhibicién
Comparaciones intragrupo

Grupo 1 Grupo2
p= p=

Cociente 0.25
Basal-sem 12 0.6 0.5
Basal-Sem 24 0.4 0.06
Sem 12-24 0.4 0.7
Cociente 0.5
Basal-sem 12 0.6 .. 0.03
Basal-Sem 24 0.3 = ~ .- 0,03
Sem 12-24 . .- 0.6 0.5
Cociente 1: . .
Basal-sem 12 0.7 0.04
Basal-Sem 24 0.2 0.05
Sem 12-24 0.2 0.07

Cuadro 14

RANC = 90% de |a replicacion viral
Comparaciones intragrupo

Grupo 1 Grupo2
p= p=

Cociente 0.25
Basal-sem 12 0.7 0.6
Basal-Sem 24 0.2 0.5
Sem 12-24 0.09 1.0
Cociente 0.5
Basal-sem 12 1.0 0.02-
Basal-Sem 24 1.0 S 0.2
Sem 12-24 1.0 206
Cociente 1 R e
Basal-sem 12 1.0 : 0.02
Basal-Sem 24 1.0 2.0
Sem 12-24 1.0 1.0

Iaks 4,‘.7
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Glosario.

TAVAA
LTNP
RLP.
CTL

RANC o CNAR

Ensayo Agudo

Inhibicién de la
replicacion

Criterios de eficacia
de la RANC

Tratamiento antivirat altamenlé activo

Pogresores lentos a largo plazo ( del inglés long term non progressors )
Respuesta linfoproliferativa de las células T C04+ :

Células T CDB8+ citoliticas o citotdxicas

Respuesta antiviral no citolitica { del inglés Celular noncitolytic antiviral
response) Producido por cT CD8+

Ensayo de laboratorio mediante el cual se puede determinar el RANC. Se
denomina "agudo® porque las células T CD4 (células blanco) de donadores
sanos se infectan in vitro con virus VIH 1 SF33, para después ser puestas
en contacto con concentraciones conocidas de CT CDB8+ (células efectoras)
en diferentes proporciones{ Cocientes). La produccion de virus se mide por
cuantificacién de Ag p24 de VIH. La cantidad de virus producida en los
pozos de cultivo por las CT CD4 +infectadas en ausencia de Ct CD8+ (
pozos control ) se compara con la cantidad de virus producida en los pozos
que contienen diferentes concentraciones de cT CD8 , lo que determina el
porcentaje de inhibicion.

Cantidad de virus. medida por Ag p24, producida en los pozos de cultivo con
cT CD4 infectadas in vitro {células blanco) mas diferentes cantidades de cT
CD8 (células efectoras), comparada con la cantidad producida en los pozos
control {(células CD4 sin CD8)

A. El porcentaje de inhibicion de la replicacion del VIH ( medida por la
determinacion de las concentraciones de Ag p24 de VIH comparada con

los pozos de control) en los diferentes cocientes de cT efectoras: cT
blanco :

. cT CD8+/cT CD4+ 1: 4 = cociente 0.25
. cT CD8+/cT CD4+ 1:2 = cociente 0.5
. cT CD8+/cT CD4+ 1:1 = cociente 1

B. El cociente que en el ensayo agudo muestre una inhibicién 290% de la
replicacion del VIH ( medida por la determinacion de las concentraciones
d Ag p24 de VIH), comparada con los pozos de control.

C. E! numero de pacientes que, en cada cociente, logran una inhibicién
=90% de la replicacion del VIH.




Anexo 1

Seguimiento CV
Etapa intermedia

numpac Clave Basal tog
i AOV 142,000 5.15
20 CHS 52,600 4.72
3 SIPH 152,000 5.18
4. IHA 119,000 5.08
6 UMV 4,160 3.62
L6 JMVT 134,000 5.13
ST . MAHM 210,000 5.32
S8 - RSB 164,000 5.21
9 EGT 208,000 532
10 - MEPP 143,000 5.16
11 LOACM 793,000 5.90
120U REN 125,000 5.10
n=12" Promedio| 187,230 5.27
o Mediana | 142,500 5.15
Etapa tard
numpac Clave Basal Log Sem 12 Log Sem 24 Log
=13 L8TC 812,000 5.91 21 1.32 35 1.54
14 AGG 1,130,000 6.05
15: AMR 2,810,000 6.45 189 228 33 1.52
16" ASC 1.210,000 6.08 148 2.17 4,120 3.61
17 ECM 1,730,000 6.24 73 1.86 i
18 ELM 102,000 5.01 35 1.54 S
.19 FJFD 286,000 5.46 20 1.30 64 1.81
20 GCH 1,520.000 6.18 37 1.57 4,200 3.62
21 JCCH 1.040.000 6.02 24 1.38 8. 0.90
22 JCRO 1.050,000 6.02 35 1.54 172 1.86
23 MPMS 772,000 5.89 1 0.00: B e ;0.00
- 34 LCs 388.000 5.59 73 1.86 . 34 :1.63
n=12 Promedio| 1,070,833 6.03 60 11,78 952 298
Mediana | 1,045,000 6 35 2 3s c2.)!




Anexo 2

Seguimiento CD4
Etapa Intermedia

Clave

numpac 0 12 24
1 AQV 407 498 569
2 CHS 311 450 428
3 IPH 346 598 - 504
4 JHA 350 418 611
S JMmV 357 343 326
B - JMVT 315 384
7 MAHM 416 419 389
8 RSB 466 - 522
9 EGT 3086 - 479
|0 MEPP 310
11 OACM 261 373 418
12 RFN 256 464 258
Promedio 341 439 450
Mediana 330 419 454
Etapa tardia
numpac Clave o 12 24
13 STC 273 - 134
14 AGG 48 106 147
15 AMR 56 286 198
16 ASC 44 1861 104 -
17. ECM 40 - 17
18 AELM - 58 81 95
19, FJFD o 7 47 0 116. 133
20 A GCH T 0 1450 1327 11750
21. JCCH 27 L E T8 82" -
.22 JCRO: 54 T H137 ¢ 121
23 MPMS 37 SR 145
34 LCs 168 295° 240
Promedio 83 153 128
Mediana 51 132 127
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Anexo 3
% de inhibicién, cociente 0.25

Etapa intermedia

# pac Clave Basal Semana 12 Semana 24
R | AOV 63.70 83.15 89.00
2. CHS 89.05 95.98 76.34
.3 IPH 95.14 90.28 78.58
L JHA 62.40 92.80 62.41
: 5 JMV 85.32 71.16 82.96
6 JMvT -21.79
ST MAHM 54.00 69.65 62.08
8 RSB 93.53 45.85 86.22
9. EGT 80.27 88.75
10 MEPP 61.30 79.13
11 OACM 97.73 72.56 66.26
12 RFN 87.82 96.00 79.28
Promedio 70.71 79.66 77.19

Mediana 82.80 81.14 78.93

Etapa tardia

" 35.69,

13 STC 37.76
14 AGG 30.80 ~57.00 7
15 AMR -7.24 .98.00 1
16 ASC 80.44
17 ECM 36.16 .
18 - ELM 78.16 42.53
20 - GCH -5.10 84.00 88.00
21 ©JCCH -0.41 77.68 83.04
23 MPMS 35.15 53.93
34 LCS 99.80 94.94 94.18
Promedio 38.55 60.45 72.83
Mediana 35.65 61.40 83.04
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Anexo 4

% de inhibicion: cociente 0.5
Etapa intermedia

# pac Clave Basal Semana 12 Semana 24

1 AQOV 90.86 94.01 91.61

2 CHS 96.30 98.46 96.56

3 IPH 99.48 99.29 99.41

4 JHA 80.64 96.72 92.85

5 JMV 95.96 88.38 97.90

7 MAHM 72.47 92.01 92.09

8 RSB 98.15 84.08 99.74

9 EGT 88.88 98.07

10 MEPP 93.98

11 OACM 96.99 92.58 82.25

12 RFN 96.40 97.77 86.14
Promedio 91.83 93.70 93.66
Mediana 95.96 94.01 94.70

Etapa tardia

13 STC 49.35 93.74 97.29

14 AGG 52.13 98.61 86.36

15 AMR 76.05 99.23 99.67

16 ASC 97.50 76.93

17 ECM 32.56 69.89

18 ELM 88.23 91.73

20 GCH -3.40 98.00 96.00

21 JCCH 38.09 96.52 88.62

23 MPMS 46.63 53.03

34 LCS 99.95 98.70 98.84
Promedio 57.71 91.48 88.54
Mediana 50.74 96.52 96.00

; e - ]
Lo - LeaR
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Anexo 5

% de inhibicién: cociente 1
Etapa intermedia

# pac Clave Basal Semana 12 Semana 24
1 AOV 97.87 96.91 98.47
2 CHS 99.09 99.75 99.53
3 1PH 99.75 99.87 99.92
4 JHA 97.95 99.91 97.90
5 JMV 99.57 97:10 99.64
6 JMVT 69.34 R
7 MAHM 94.38 97.98 98.11
8 RSB 99.88 96.55 99.40
9 EGT 98.93 99.17 99.68
10 MEPP 99.88 98.92
11 OACM 100.00 99.03 98.53
12 RFN 99.25 99.57 99.99

Promedio 96.32 98.61 99.12
Mediana 99.20 99.00 99.50

Etapa tardia

13 STC 72.94 99.47 98.97
14 AGG 84.32 99.89
15 AMR 94.96 99.99 99.85
16 ASC 99.78 99.58
17 ECM 32.67 86.62
18 ELM 88.92 99.07
20 GCH 31.28 99.70
21 JCCH 87.27 99.32 97.61
23 MPMS 69.25 70.05
34 LCS 100.00 99.79 99.58
Promedio 76.14 97.97 94.29
Mediana 85.80 99.53 99.28
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INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Efecto de seis meses de tratamiento anti-VIH altamente actnvp sobre la:
actividad anti VIH de las céluias T CD8+de pacnentes en tapas
intermedia y tardia de la enfermedad

Instituciones: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), Ca!zada ‘de Tlalpan # 4502 ‘

Tialpan, México D.F. Instituto Mexicano del Seguro Social, Hospital General Reg|onal # 72 Ave.
Gustavo Baz y Filiberto Gémez SIN, Tlalnepantia, Edo de México.

Estoy enterado que tengo la infeccion por el virus de 1a inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) y que
necesito recibir ratamiento.

Se me ha informado que todos los medicamentos que se podrian utilizar en este estudio, tales como
zZidovudina, lamivudina, stavudina, indinavir, saquinavir, ritonavir, nelfinavir, efavirenz, nevirapina,
delavirdina o abacavir, han sido estudiados en animales y en humanos, y han sido aprobados por
instituciones internacionales para su uso en la infeccién por el VIH. Como la mayoria, o todos los
famnmacos, el uso de eslos medicamentos puede producir efectos adversos. Los que se han
reconocido son los siguientes - nausea, vomito, malestar abdominal (todos ellos), anemia, dolor de
cabeza, fatiga (zdovudina), panceattis, aumento de la glucosa en sangre, neuropatia periférica o
dolor y “hormigueo” en las piernas y pies, (didanosina). calculos o piedras en las vias urinarias,
anormalidades en las pruebas de funcionamiento hepatico (indinavir). También se me informd que
mientras este en tratamiento con estos medicamentos no debo tomar otros medicamentos que no
estén indicados por mi medico, en especial astemizol, cisaprida, ketoconazol, triazolam, midazolam

terfenadina y nfampiaina, porque aumentan el riesgo de efectos toxicos.

Es de mi conocimiento que el periodo de estudio sera de 6 meses, tempo durante el cual tomaré una
combinacion de 3 farmacos antrerovirales. que debo tomarlos todos en los horanos indicados por mi
médico y no debo suspendenos en ningun momento, a menos que se me indique. También se me ha
informado que después de haber teminado el estudio tomaré los medicamentos por tiempo indefinido
o hasta que mi medico me lo nadigue. Durante este periodo. acudiré a la consulta externa, donde me
reakzaran un interrogatono y un examen fisico completos. por medicos de 1a dinica de VIH del
Hospital Regional 72 del IMSS o del INER. Lie haran estudios de laboratorio antes de iniciar el
ratamiento y, despues, cada 4 semanas (0 antes si se requiere), para vigilar y reconocer efectos
adversos de los medicarmentos Por tanto. sera necesario que extraigan aproximadamente 10 mL de
mi sangre. Ademas, se me ha expicado que en 3 0 4 ocasiones (una antes de iniciar el ratamiento,
ora alas 2, 4, 8y 12 semanas cespués de comenzado y una final a los 6 meses del ttatamiento) me
haran examenes especiales para saber si los medicamentos mejoran e incrermentan la respuesta de
mi sistema de defensa. Para estcs estudios, en partcular, extraeran unos 80 mt de mi sangre

CALZ. DE TLALPAN 4502 14080 MEXICO. D. F
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Se me ha proporcionado amplia informacion sobre el ratamiento y los procedimientos que a lo largo
del estudio serviran de control, asi como de los posibles riesgos, molestias y beneficios del estudio.

En casc de que ocurmiera una reaccion adversa debida a la administracion de los medicamentos, se
me cambiaran y se me dara el tratamiento médico necesario, sin costo alguno.

Cualquier pregunta o duda que tenga sobre mi enfermedad y tratamiento, puede ser contestada en el
Departamento de Medicina Intemna del Hospital General Regional 72 del IMSS por la Dra. Femanda
Gutiérrez Escolano y la Dra. Maria Pueblito Pizano { Tel. 565-92-10 extensiones 275, 276 o 267, y
radio localizador 6 -29-98-00 clave 234363) o por el Dr. Gustavo Reyes Teran en el INER (Teléfono
666-45-39 extension 272, ¢ al 666-7985 6 a su radio localizador 6-29-98-00 clave 990 1258).

Toda la informacion que se obtenga con este estudio, permanecera confidencial y se registrara en el

expediente comespondiente. No seré identficado en ninguna publicacidon o presentacion que resulte
de este estudio.

Mi participacion en este estudio es voluntaria. Puedo negamme a participar o puedo suspender mi
participacion en cuaquier momento, si lo decido. En caso de que lo haga, la atencién que como
paciente recibo de la Institucion, no se verd afectada.

He leido la informacion anterior y comprendido los propdsitos del protocolo, asi como ks beneficios y
riesgos potenciales de mi participacion en el estudio. He tenido oportunidad para preguntar mis dudas
y todas mis preguntas y dudas han sido aciaradas. Por tanto, doy mi consentimiento informado y litre,
para ser participante de este estudio. Me he quedado con una copia de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente

Investigador
Fecha Fecha
Testigo Testigo
Fecha Fecha
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INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Efecto de seis meses de tratamiento anti-VIH altamente actlvo sobre la
“actividad anti VIH de las células T CD8-+ de pacientes en etapas -~
S intermedia y tardia de la enfermedad : -

Instituciones: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), Calzada de’ﬁalpan #4502,

Talpan, México D.F. Insttuto Mexicano del Seguro Sodial, Hospital General Regonal # 72. Ave.
Gustavo Baz y Filiberto Gomez SiN, Tlalnepantia, Edo de México.

Estoy enterado que tengo 1a infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) y que
necesito recibir tratamiento.

Se me ha informado que todos los medicamentos que se podrian utilizar en este estudio, tales como
Zdovudina, lamivudina, stavudina, indinavir, saquinavir, ritonavir, nelfinavir, efavirenz, nevirapina,
delavirdina o abacavir, han sido estudiados en animales y en humanos, y han sido aprobados por
instituciones internacionales para su uso en la infeccion por el VIH. Como 12 mayoria, o todos los
farmacos, el uso de estos medicamentos puede producir efectos adversos. Los que se han
reconocido son los siguientes : nausea, vomito, malestar abdominal {todos ellos), anemia, dolor de
caocza, fatiga (adovuding). pancreatitis, aumento de 1a glucosa en sangre, neuropatia periférica o
dolor y “hormigueo” en las piernas y pies, (didanosina), calculos o piedras en las vias urinarias,
anormalidades en las pruebas de funcionamiento hepatico (indinavir). También se me infomd que
mientras esté en tratamiento con estos medicamentos no debo tomar oros medicamentos que nRo
estén indicados por mi medico. en espedial astemizol, cisaprida, ketoconazol, tiazolam, midazolam ,
terfenadina y nfampiana, porque aumentan el nesgo de efectos toxicos.

Es de mi conocimiento que el periodo de estudio sera de 6 meses. tiempo durante el cual tomaré una
combinacion de 3 fanrmacos antiretrovirales. que debo tomarios todos en los horarios indicados por mi
meaedico y no debo suspenderios en ningun momento, a menos que se me indique. También se me ha
informado que despues de haber terminado el estudio tomaré los medicamentos por tiempo indefinido
o hasta gue mi medico me lo indique. Durante este periodo, acudiré a la consulta externa, donde me
reabzaran un mterrogatono y un examen fisico completos, por médicos de la dinica de VIH del
Hospital Regional 72 del INMSS o del INER. Me haran estudios de laboratorio antes de iniciar el
ratamiento y. despues. cada 4 semanas (o anles si se requiere), para vigilar y reconocer efectos
adversos de los medicamentos. Por tanto. sera necesarno que extraigan aproximadamente 10 mL de
mi sangre Ademas, se me ha explicado que en 3 ¢ 4 ocasiones (una antes de inidar el tratamiento,
ova alas 2, 4. 8 y 12 semanas después de comenzado y una final alos 6 meses del ratamiento) me
haran exame2nes especiales para saber si los medicamentos mejoran e incrementan la respuesta de
mi sistema de defensa. Para éstos estudics. en particular, extraeran ungs 80 mb de mi sangre.
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Se me ha proporcionado ampiia informacidn sobre el tratamiento y los procedimientos que a lo largo
del estudio servirdn de control, asi como de los posibles riesgos, molestias y beneficios del estudio.

En casc de que ocurriera una reaccion adversa debida a la administracion de los medicamentos, se
me cambiaran y se me dara el ratamiento médico necesario, sin costo alguno.

Cualquier pregunta o duda que tenga sobre mi enfermedad y tratamiento, puede ser contestada en el
Departamento de Medicina Interna del Hospital General Regional 72 del IMSS por |1a Dra. Fernanda
Gutierez Escolano y la Dra. Maria Pueblito Pizano { Tel. 565-92-10 extensiones 275, 276 o0 267, ¥
radio localizador 6 -29-98-00 clave 234363) o por el Dr. Gustavo Reyes Teran en el INER (Teléfono
666-45-39 extension 272, 6 al 666-7985 6 a su radio localizador 6-29-98-00 clave 990 1258).

Toda la informacion que se obtenga con este estudio, permanecera confidencial y se registrara en el

expediente correspondiente. No seré identificado en ninguna publicacién o presentacion que resulte
de este estudio.

Mi participacién en este estudio es voluntaria. Puedo neganme a participar 0 puedo suspender mi
participacion en cualquier momento, si lo decido. En caso de que lo haga, la atencion que como
paciente recibo de la Institucion, no se vera afectada.

He leido la informacion anterior y comprendido los propdsitos del protocolo, asi como los beneficios y
riesgos potenciales de mi participacion en el estudio. He tenido oportunidad para preguntar mis dudas
y todas mis preguntas y dudas han sido aclaradas. Por tanto, doy mi consentimiento informado y litxe,
para ser participante de este estudio. Me he quedado con una copia de esta forma de consentimiento.

Nombre y firna dei paciente

Investigador
Fecha Fecha
Testigo Testigo )
Fecha Fecha




DELEGACION DEL EST.ADO DE NMEXXICO
> PSS AL CHEEN =< . FRECIONAL NO. T2
@ TLIC. VICENTE SANTOS  GUALARDXCY®

' INSTITUTO MEUCANO DEL. SEGURO SOCIAL
i EDUCACION NMEDICA. = INVESTIGACION

IMssS

MEMORANDUM

PARA: DRA. MA. FERNANDA GUTIERREZ ESCOLANO
INVESTIGADOR

412 de Noviembre de 1998.

DE: DR. JOSE RAMIREZ GRACIA
SECRETARIO COMITE DE INVESTIGACION

Hago de su conocimiento que su Protocolo de Investigacion con tituto:
EFECTO SUPRESOR DEL VIH POR LAS CELULAS TCDS8+ EN PACIENTES
EN ETAPA INTERMEDIA Y TARDIA DE LA ENFERMEDAD POR VIH,
DESPUES DE 6 MESES DE TRATAMIENTO ANTIVIRAL ALTAMENTE
ACTIVO (TAVA), ha sido aceptado por el Comitdé Local do Investigacién
quedando registrado con el Num. 98-754-68, pudiendo iniciar en estos
momentos con dicha investigacion.

ATENTAMENTE,
“SEGURIDAD Y SOUDARIDAD SOCIAL"
—>

DR.JOSE RAMIREZ GARCIA
SECRETA COMITE DE INVESTIGACION

JRG 'mew




LIER

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

SUBDIRECCION GENERAL DE INVESTIGACION
COMITE CIENTIFICO

Meéxico, D.F. a 11 de Marzo de 1999.

Dr. Gustavo Reyes Terén,
Departamento de invest. en Mlc:ob:ologna
Presente.

Su protocolo: “Efecto de seis meses’ de mlento antlvural altamente actwo
sobre la actividad anti VIH delas’ celulas T CDS+ ‘de’ pacnentes en: etapas
intermedia y tardia de la enfermedad or 10s " Comnles Clenm'co y
Bioético y ha sido:

Sin mas por el momento, quedo de usted. .-

Atentamente,
of—

Dr. Moisés, man Lama,
Subdirector General de Inveshgaclon

TESIE A0
FALLA Lo _.uuEN
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