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RESUMEN.

OBJETIVO. Los macrofagos residentes en el puimon juegan un papel fundamental en
el control de infecciones por microorganismos intracelulares, uno de los principales
mecanismos mediante los cuales controlan estas infecciones es que ai activarse
producen o6xido nitrico (NO), el cual posee una potente actividad microbicida. Sin
embargo cuando disminuye la poblacién de celular local o se encuentra funcionaimente
alterada, se facilita la diseminacidn de los microorganismos. Considerando que la
coinfeccion por VIH-1 y Mycobactenum tuberculosis es frecuente y que ambos
patdgenos alteran la respuesta inmunoldgica, se decidid estudiar la produccion de éxido
nitrico  sintasa inducible (INOS) y la tendencia a desarrollar apoptosis después de
activacion, en células de lavados broncoalveolares (LBA) de nifios can SIDA perinatal y
tuberculosis, comparados con niNos solo con tuberculosis y con ninos sanos.
MATERIAL Y METODOS. Se obtuvieron células de LBA de 18 nifios divididos en 4
grupos a) SIDA b) SIDA mas tubercuiosis, c) tuberculosis, y d) nifios sanos. La
presencia del VIH-1 en el sobrenadante y ceélulas de LBA fue demostrada mediante la
amplificacion del gen gag por RT-PCR y PCR anidada. La expresion de iNOS se
determind mediante RT-PCR a partir de células de LBA no activadas y de células de
LBA activadas con phorbol miristato acetato (PMA). El indice de apoptosis en células de
LBA activadas y no activadas fue medido mediante 1a técnica de TUNEL.
RESULTADOS: En el sobrenadante de LBA de todos los nifios con SIDA se amplifico
DNA proviral y RNA del gen gag y en células de LBA en un nifio que tenia SIDA y
tuberculosis. En ningun casc se demostré con capacidad infectante viral mediante
cocultivo in vitro. Aunque en todos los grupos se demostro la expresion de iINOS ésta
parece estar disminuida en los pacientes con coinfeccion por VIH-1 y M. tuberculiosis.
La proporcion de células apoptoticas fue mayor posterior a la estimulacién con PMA en
el grupo de nifios con SIDA mas tuberculosis en comparacion con los otros grupos de
pacientes.

CONCILUSIONES: Se demostrd que las células de LBA en los nifios son probables
reservorios del VIH-1 pues se amplificd DNA proviral, pero se demostré la existencia de
particulas virales infectantes. Asi mismo, en los niflos con coinfeccidon por SIDA +
tuberculosis, las células de LBA desarrollaron mayor proporcion de apoptosis y menor
transcripcion de iINOS ante el estimulo con PMA. Estos datos sugieren una afeccion de
los mecanismos de activacion de las célula pulmonares en los pacientes pediatricos con
coinfeccion por ViH-1 y M. tuberculosis .




SUMARY:

PURPOSE. Alveolar macrophages residing in lung play a fundamental role in the control
of intracellular infections. A main control mechanism resides in their ability to produce
the highly microbicidal molecule nitric oxide (NO) when they are activated. However
when the local cell population decreases or has functional alterations, the dissemination
of intraceliular pathogens may be facilitated. Coinfection with HIV-1 and Mycobacterium
tuberculosis is a frequent event which leads to profound immunological alterations.
Therefore, we decided to investigate the inducible nitric oxide synthase (iINOS)
production and the tendency to develop apoptosis upon activation in cells of
broncoalveolar lavages (BAL) obtained from pediatric patients with perinatal AIDS and
tuberculosis as compared with children with AIDS or tuberculosis.

MATERIAL AND METHODS. BAL cells from 18 children, were classified in four groups
were obtained: a) AIDS b) AIDS and tuberculosis, <) tuberculosis, and d) healthy
children. HIV was demonstrated amplifying the gag gene in supematant and cells from
BAL. by nested PCR and RT-PCR. INOs expression was assessed by RT-PCR in BAL
cells activated with phorbol miristate acetate (PMA). The apoptotic index was
determined by TUNEL in cells from BAL activated with PMA.

RESULTS. HIV-1 provirai DNA and RNA was amplified from BAL supematant from all
patients with AIDS and in cells from one patient with HIV-1 and M. tuberculosis
coinfection. In no case it was possible to identify infecting virus by in vitro co-culture.
Although iINOS expression was demonstrated in all groups, it seems to be decreased in
patients with coinfection with VIH-1 and M. tuberculosis. Higher proportion of apoptotic
cells upon stimulation with PMA was observed in patients with AIDS and tuberculosis as
compared with the other patients.

CONCLUSIONS. It was demonstrated that cells from BAL may function as reservoir of
HIV-1 because proviral DNA was amplified in this comparntment. Nevertheless, infecting
viral particles were not demonstrated. After stimulation with PMA, BAL cells from
children with AIDS and tuberculosis developed apoptosis in a higher proportion and
presented less INOS transcription than the other groups. These data suggest that the
activation mechanisms of pulmonary celis are affected in children coinfected with HIV-1
and M. tuberculosis




ANTECEDENTES

La epidemia mundial del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) tiene cada
vez mayor impacto sobre la salud matemo-infantil. En 1994, se estimaba que existian
alrededor de 3 millones de nifos infectados en el mundo; cifra que puede incrementarse
rapidamente de no existir medidas preventivas efectivas, pues se calcula que en el afo
2000 hubo 40 millones de personas infectadas y, conforme la razén hombre: mujer se
acerque mas a 1:1, la proporcion de niflos con SIDA crecera cada vez mas, debido a
mayor riesgo de transmision vertical.

Las tasas de transmision perinatal varian del 5 al 40% siendo las mas bajas en Europa y
Estados Unidos y las mas altas en Africa '. Se calcula que mientras que en los paises
avanzados nace un nifo al ano infectado por el VIH, en los paises en vias de desarrollo
nacen aproximadamente 100 al dia 2. En México la estrategia de administrar tratamiento
antirretroviral a las embarazadas con VIH-1 ha logrado disminuir el riesgo de
transmision vertical. Los esquemas altamente efectivos de tratamiento antirretroviral
han revolucionado el tratamiento del! SIDA en los nifios, ofreciendo periodos
prolongados de supresion viral y por lo tanto restauracion de la respuesta inmune. Asi
mismo, el tratamiento profilactico contra las principales infecciones por agentes
oportunistas en los nifos con infeccidén avanzada ha ayudado a reducir la morbilidad y
mortalidad asociada al SIDA y, por ende, ha aumentado su calidad de vida .

El VIH, que pertenece a la familia de los lentivirus, es el agente etiolégico del SIDA 2.
Existen dos tipos de ViIH: el VIH-1, se encuentra diseminado en todo el mundo y es
responsable de la mayoria de casos de SIDA; y el VIH-2, que se encuentra
relativamente restringicdo al Africa. Muy probablemente el VIH-1 proviene de infeccién
viral (SiVcez) transmitida a partir de chimpancés, en tanto que el VIH-2 parece provenir
de otros primates *° La mayoria de los casos de la pandemia de SIDA en el mundo se
deben a VIH-1 del grupo M, el cual a su vez se divide en subgrupos o subtipos
("clades”), que tienen una alta homologia.

El proceso de evolucién del VIH incluye tanto mutaciones como recombinaciones, lo
que aumenta considerablemente su capacidad de varacion %7. La importancia
epidemiclogica reside en el hecho de que los diferentes subgrupos tienen una
distribucion geografica bien definida, pero dindmica y su estudio puede proporcionar
informacién sobre el comportamiento de los patrones de diseminacién de la pandemia;
por otro lado, los ensayos diagnosticos genéticos, generalmente basados en el
subgrupo B, gueden dar resultados inexactos en los lugares donde hay otros subgrupos
prevalentes La informacién sobre la virulencia de los subtipos es contradictoria,
algunos reportes sugieren que existen subtipos que se asocian a una progresion mas
rapida de la enfermedad °, en tanto que otros No encuentran ninguna comelacion *°.

E! viridn de VIH consiste en dos copias de RNA de una sola cadena, ias cuales estan
empacadas dentro de un core, que contiene varias proteinas esenciales para el ciclo de
replicaciéon viral, como son la transcripcidn reversa y la integracidon. El core a su vez
esta envuelto por una membrana lipidica, que proveniente de la célula infectada, donde
se encuentran embebidas las glicoproteinas virales gp120 y gp41 fuertemente
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asociadas formado heterotrimeros. La glicoproteina gp120 tiene gran afinidad por la
molécula CD4 (presente en linfocitos T cooperadores, en monocitos y en macrofagos) y
por tanto media la adhesion del virus a las células que infecta. Sin embargo, para que el
virus penetre a sus células blanco, es necesaria la participacion de un segundo receptor
que se une a un dominio diferente de gp120 y que provoca cambios conformacionales
en el complejo gp120-gp41 y que exponen un dominio hidrofébico de la glicoproteina
ap41, responsable de iniciar el proceso de fusidn viral a la célula bianco. Los dos
comreceptores bien caracterizados para el ViH-1 pertenecen a la familia de los
receptores para quimiocinas ''. El receptor CCRS5, normalmente ligando de las [3-
quimiocinas RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3) y MIP-13(CCL4), participa en la fusion
de VIH-1 monocitotrapico no formador de sincicios (NSI o R5) a monocitos y linfocitos
123 E| receptor CXCR4, también conocide como fusina y normalmente ligando de la
quimiocina SDF-1, participa en la infeccion de capas linfocitotropicas de VIH formadoras
de sincicios (S1 o X4) a linfocitos T % Ademas, se ha demostrado que otros receptores
para quimiocinas, como CCR2 y CCR3, pueden también servir como correceptores del
ViH-1 en determinadas condiciones expernmentales in vitro, pero probablemente no
tienen esta propiedad durante el proceso de infeccion in vivo. '®'® Asi mismo, se ha
sugerido que hay otros receptores que median la infeccion de otras células de ia
médula dsea '’ Recientemente se ha comprobado que cepas X4 o S| de VIH-1
infectan in vitro a linfocitaos T CD8" de manera independiente de CD4, CXCR4 o CCRS5,
pues el virus muta generando cepas CD8-tropicas que pueden utilizar a CD8 como
anico receptor '?'%. En pacientes con SIDA se han aislado clonas de linfocitos T CD8"
productoras de virus viable “°. Estos hallazgos pudiesen tener implicaciones
importantes en el entendimiento de la fisiopatologia de la infeccion por VIH-1, pues se
sabe que los linfocitos T CDB8’ tienen un papel protector fundamental y que el desarrolio
del SIDA se asocia su declinacion.

Fisiopatologia del SIDA.

El VIH-1 se transmite por via sexual, parenteral, por productos derivados de la sangre,
rara vez por exposicion de mucosas con sangre contaminada, durante el embarazoy en
el periodo neonatal. El trauma rectal y la presencia de lesiones ulcerativas en el tracto
genital incrementan el riesgo de infeccion por el VIH-1 durante el contacto sexuat.
Durante el coito el virus se deposita en las mucosas de los organos genitales,
orofaringe o recto, los cuales contienen gran cantidad de células dendriticas (DC) y
células de Langerhans, que atrapan particulas virales 2'%°, Estas células capturan al
VIH-1 mediante la lectina de superficie DC-SIGN (CD209), que es un receptor para
gp120. Si e! virus no es internalizado, puede permanecer viable en la superficie celular
varios dias y ser transportado rapidamente hasta ganglios linfaticos regionales donde
encuentra linfocitos T CD4* °3. El virus puede infectar también linfocitos T CD4" y
macréfagos residentes en el tejido linfoide asociado a las mucosas ~*. Una vez que
gana acceso a los ganglios linfaticos regionales, se presenta una pnmera viremia que
lleva a una amplia diseminacion del! virus en todos los tejidos linfoides del organismo,
donde puede permanecer “latente”. Las células dendriticas foliculares (FDC) y también
los linfocitos B pueden funcionar como reservorios extracelulares del ViH-1, pues se ha
demostrado que los virones opsonizados por complemento se adhieren al receptor de
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complemento CR2 (CD21), permaneciendo viables en la superficie de ios linfocitos B 2%,
Ademas, el virus puede encontrar otras vias de diseminacion, incluso en células CD4",
pues se ha demostrado in vitro que células cocultivadas con linfocitos CD4" infectados,
que sufren apoptosis, pueden tomar cuerpos apoptdticos conteniendo DNA proviral e
infectarse de manera independiente de CD4 y los receptores de quimiocinas
También se ha demostrado que el VIH-1 tiene capacidad de unirse a la “Lectina
Adherente a Manosa” (*Mannose-Binding Lectin® o MBL), que es una proteina sérica
que interviene en la adhesion de microorganismos a diversos elementos de la
inmunidad innata %7

El ViH-1 infecta principalmente a los linfocitos T CD4" y las células monocgiticas; sin
embargo, virtualmente cualquier célula que exprese CD4 y un correceptor apropiado
puede ser anfitridn del VIH-1. Asi mismo, in vitro se ha logrado infeccion en diferentes
lineas celulares entre las que se incluyen FDC, células de la microglia, megacariocitos y
eosindfilos, células del timo, del estroma de la meédula Osea, astrocitos,
oligodendrocitos, células del epitelio renal, del cérvix, células trofoblasticas, de la
mucosa rectal e intestinal. Existen por lo menos tres mecanismos dominantes gue
conducen a la pérdida progresiva de células CD4 en la infeccion por el VIH-1. Primero,
el VIH-1, sobre todo las cepas S| o0 X4, causa muerte celular por su efecto citopatico
directo: segundo, existe un incremento en la induccion de apoptosis, tanto de las
ceélulas infectadas como en las células vecinas CD4® o CD8'. Son varios los
mecanismos, pues las proteinas virales Tat y gp120 solubles inducen {a expresion de
FasL (CD178)®. en tanto gue ap120 y SDF1 (CXCL12) incrementan la expresion
mempbranal de TNF« y de TNFRIl ??; también puede haber un proceso de muerte
inducida por acnvauon (“activation mduced cell death” o AICD) mediado por Fas/Fasl
(CD9SICD178)®, por TNF ¥ o por mecanismos independientes de Fas (CD95) 3234,
Por dattimo, las celulas CDa4 infectadas pueden ser destruidas por los linfocitos CD8"
citotoxicos que los reconocen por los péptidos virales presentados por MHC clase 1 .

Manifestaciones clinicas.

La infeccion por VIH-1 sigue un curso clinico tipico en la mayoria de los pacientes, los
cuales desarrolian inmunodeficiencia severa en ausencia de tratamiento en un periodo
aproximado de diez afios . Se ha observado que existe una pequefia proporcion de
pacientes (aproximadamente el 5%) en los que la infeccién por VIH-1 progresa
lentamente y los linfocitos T CD4" permanecen practicamente normales con niveles
muy bajos de RNA viral circulante. Este estado, llamado de “lento-progresor” o “no-
progresor’, se explica porque algunas gersonas pueden infectarse con virus
parcialmente atenuados de manera natural *° debido a que desarrollan mutaciones que
disminuyen su capacidad replicativa ¥ o, bien porque algunos individuos tienen una
resistencia innata parcial a la infeccion por el ViH 3

lLa infeccion por el ViH-1 se caracteriza por la deplecion progresiva de los linfocitos T
CD4" que condiciona un estado de inmunosupresion severa con sintomas
constitucionales, alteraciones neuroldgicas, infecciones por agentes oportunistas y
neoplasias 35 En la infeccion por e! VIH-1 los mecamsmos intrinsecos de defensa del
hospedero no son capaces de eliminar at virus 3%
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En los nifos infectados verticalmente hay un periodo de latencia mas corto que en los
adultos y mas viremia cuando se compara con aquellos nifos que se infectaron al recibir
transfusiones. La mayoria de los nifios infectados desarmrollan enfermedad clinica en el
primer afo de vida “'. Algunos pacientes presentan formas clinicas rapidamente
progresivas de SIDA que se caracterizan por infecciones por gérmenes oportunistas,
infecciones bacterianas severas recurrentes, cancer, encefalopatia y sindrome de
desgaste; en cambio, otros permanecen asintomaticos durante varios afios. Aunque no se
conocen con exactitud que factores determinan el curso clinico de la enfermedad, se sabe
que los productos pretémino son especialmente vulnerables a la exposicion intrauterina

y que los infantes infectados durante la gestacion tienen infeccidn mas extensa y por tanio
enfermedad mas acelerada, que aquellos que se infectan durante el parto. De cualquier
manera, la carga viral materna y la cuenta de CD4 tienen valor prondstico ** y es posible
predecir SIDA estableciendo un punio de corte de linfocitos CD4" de 1500 células/pl a los
3 0 6 meses de edad 4

El espectro clinico de SIDA en infantes difiere en los paises desarrollados y en los paises
en vias de desarmollo. En paises en vias de desarolio, la mayoria de los infantes con
infeccion sintomatica por ViH-1, manifiestan durante el primer afio de vida retraso en el
crecimiento y desarmollo, neumonia, diamrea, candidiasis oral, linfadenopatia, hepato-
esplenomegalia *®**. En latinoamérica los datos de autopsia revelan que las infecciones
por gémenes oportunistas mas frecuentes incluyen Candida sp, Pneumocystis cannii a7
se asocia con desnutricidn, trastomos del crecimiento y tuberculosis . Los sindromes
clinicos de SIDA en nifos de Africa son dificiles de reconocer sin la ayuda de la serologia,
la desnutricidn y las infecciones respiratorias son dominantes y los pacientes tienen muy
mat prondstico

En los nifos el virus afecta con frecuencia al Sistema Nervioso Central. La exposicion
intrautenna al VIH sin infeccion parece no tener efectos negativos sobre las funciones
neurologicas . Pero una verz que se establece infeccidon, los desérdenes neuroldgicos
son compiejos y puede haber grado variable de retraso mental, de afectacion de la
motricidad o del comportamiento -'. El complejo de demencia en el SIDA es un sindrome
caracterizado por defectos cognitvos y disfuncidon conductual y motora. El lenguaje
expresivo se afecta mas tempranamente que el lenguaje receptivo y la funcién cognitiva
se mantiene estable ®'. Aunque algunos autores afiman que en la microcefalia que se
observa en la infeccion por VIH congénita, la pérdida de tejido cerebral es global y
proporcional entre corteza, materia gris subcortical y matena blanca %, pero otros han
encontrado un patron especifico de atrofia distinto a otras etiologias, caracterizado por
atrofia central, que prmariamente afecta la matena blanca subcortical o las regiones de
los ganglios basales %° Sin embargo, la experiencia de la clinica de SIDA en nifios del
Hospital de Infectologia del CMN “La Raza", que atiende actuaimente a 97 nifios de una
cohorte acumulada de 320 pacientes es diferente, pues solo se ha observado daio
neurolégico asociado a SIDA en 4 pacientes (1.25%), asi mismo la neumonia por P. cannii
solo se ha comprobado en 10 casos (3.12%) y, a diferencia de lo reportado en la literatura,
se ha observadc mayor incidencia de tuberculosis en los nifos con SIDA en comparacion
con la expenencia de otros centros
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El VIH-1 no parece infectar activamente a las neuronas, sino mas bien induce apoptosis,
mediante factores neurotdxicos como citocinas, mediadores fosfolipidos, eicosanoides y
productos derivados de macrofagos infectados en el cerebro 5. La glicoproteina de la
envoltura gp120 también ha sido implicada en los mecanismos patogénicos, pues se ha
demostrado que induce la produccion de niveles toxicos de oxido nitrico (NO), causando
retardo en el aprendizaje y en el desarrollo de conductas motoras complejas en ratas
neonatas *. De cualquier modo, el progreso de la infeccion neurdlogica por VIH parece
estar asociada con el incremento en la replicacion viral y la resistencia a la zidovudina
(AZT) 5. El tratamiento antiviral especifico tiene efectos muy limitados en las
manifestaciones neuroldgicas de los nifios sintomaticos 2.

La infeccion perinatal por VIH también causa nefropatia, probablemente mediante un
efecto directo del virus sobre las células renales, y que se caracteriza por
glomeruloesclerosis segmentaria focal, aunque se pueden observar otras lesiones. Tal
como sucede en los adultos, una vez que se establece el dano renal, la sobrevida de los
pacientes se disminuye notablemente *°. Los infantes afectados por et VIH son
especialmente susceptibles a la coinfeccion por CMV %, |a cual acelera el curso clinico y
ia a severidad del SIDA. La Presencia de DNA de CMV en plasma de estos pacientes es
un factor de mal pronostico 7.

Los nifos afectados por VIH é:ueden presentar también iumores, como Linfomas no-
Hodgkin y Sarcoma de Kaposi ®', o un cuadro clinico que progresa rapidamente y que se
asemeja al sindrome de DiGeorge debido a bajas poblaciones de linfocitos T CD4” y CD8”
2 La infeccidn mas frecuente es la neumonia por P. cannii, el tracto respiratorio y
digestivo pueden tener ulceraciones, leucoplaquia, edema de mucosa esofdgica en los
pacientes que tiene infeccion por Candida =. Algunos nifos afectados también pueden
desarrollar enfermedades reumatoldgicas ® y debido al desbalance gue existe en la
respuesta Th1-Th2 se considera que también puede haber asociacidon con enfermedades
alérgicas y autoinmunes ®.

VIH y tuberculosis.

Debido a la epidemia de SIDA hay una reemeégencia mundial de la tuberculosis, que
afecta sobre todo a los paises subdesarrollados ®°. Los niflos con infeccién por VIH tienen
manifestaciones atipicas de tuberculosis %7 y el estado nutricional es determinante en el
curso que sigue la enfermedad . Los pacientes con VIH o SIDA parecen ser menos
infecciosos a sus contactos que los pacientes VIH negativos .

La tuberculosis causa la muerte de mas adultos que todas las demas causas de
infeccion juntas. Hay mucho mas nifios huérfanos debido a la tubercuiosis que a
cualquiera otra de las enfermedades infecciosas. La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) estima que en la década recién concluida ya se han presentado 95 millones de
nuevos casos de tuberculosis de los cuales 17 millones correspondian a nifos menores
de 15 anos. Uno de los puntos mas inquietantes de todas las estadisticas es que 50
millones de nuevos casos por {0 menos, san la consecuencia de una infeccion por
bacilos resistentes a por lo menos un medicamento antituberculoso. El peligro parece
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mas amenazante en paises en vias de desarrollo por las condiciones socioeconomicas
de éstos. No obstante, el crecimiento de las interconexiones en el mundo hace que
esta situacion actualmente sea un problema mundial ®°,

En esta década han sido gastados en el mundo aproximadamente 3,300 dodlares
americanos por cada caso de muerte por SIDA. Para la tuberculosis el gasto calculado
sobre bases similares Nno ha sido mas que de 13 ddlares americanos. En 1990 un tercio
de la poblacidon mundial habia presentado algun tipo de infeccidén por micobacterias,
causando 8 millones de nuevos casos por esta situacion tan solo en ese afio 70,

En el transcurso de la ultima década se ha percibido a nivel mundial un aumento en la
incidencia de tuberculosis. La OMS estima que el nimero de nuevos casos de
tuberculosis va a pasar de 8.8 millones en 1995 a 10.2 millones para el afio que recién
ha concluido y & 11.9 millones en el 2005 7°. La OMS ha estimado, por otra parte, que
56 millones de personas estaban mfectadas a la vez por el virus de la
inmunodeficiencia humana (ViH-1) y el bacilo tuberculoso en 1994. La mayor parte de
ellas procedentes del Africa subsahariana. En 1990, un 4.2% de todos los casos de
tuberculosis en el mundo también podrian ser atribuidos al VIH-1, proporcion que,
segun la OMS, fue de aproximadamente 13.8% para el afio 2000 7°

La incidencia es mas elevada en los indigentes y en los drogadictos, y la tercera parte
de estos individuos estan también infectados por el VIH-1. De las personas con
infeccion por el ViIH-1 existe un incremento en la reactivacion primaria de la tuberculosis
para un segundo episodio tuberculoso por reinfeccidon exdgena. La susceptibilidad a la
tuberculosis esta en relacion con el patron de citocinas producidas por los linfocitos T.
Los linfocitos Th1 que producen IFNy, son la una pieza fundamental defensa contra la
infeccion por Mycobactenum. La infeccion tuberculosa fatal es 1a Que se presenta en los
ninos con ausencia del receptor para el IFNy. En contraste, los linfocitos Th2, los
cuales producen IL-4 e IL-10 no contribuyen a la inmunidad antimicobacteriana 7.
Cuando los linfocitos de sangre periférica provenientes de pacientes con infeccion por
el VIH-1 y tuberculosis son expuestos a M. tuberculosis in vitro, producen menos IFNy
pero cantidades similares de IL4 e IL-10, comparados con los linfocitos provenientes de
pacientes negativos para la infeccion por el VIH-1 con tuberculosis. Estos hallazgos
sugieren que existe una respuesta Th1 reducida en los pacientes infectados con el ViH-
1 que contribuye a la susceptibilidad a la tuberculosis 72

La exposicion de los macrofagos alveolares y los linfocitos de los pacientes con
infeccion por el ViH-1 a M. tuberculosis in vitro sobreregula la replicacion viral. El liquido
pleural proveniente de pacientes con tuberculosis incrementa la replicacion del ViH-1 en
linfocitos activados y en los pacientes con infeccion por el ViH-1 mas tuberculosis
pulmonar Ias concentraciones de RNA retroviral en el LBA es muy elevado en estos
individuos 7

M. tuberculosis probablemente incrementa la rephcaclon detl VIH-1 por la induccién en
los macréfagos del factor del TNF-a, IL-1 e IL-8 7%, Ensayos clinicos han demostrado un
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efecto deletéreo de la tuberculosis en el curso de la infeccion por el VIH-1. El resgo de
muerte en pacientes con infeccion por el VIH-1 y tuberculosis se ha reportado at doble
en comparaciéon con los individuos que solo tienen la infeccion por el ViH-1,
independientemente de la cuenta de células CD4" 75, El grado de inmunosupresion es
el factor predictivo mas importante para la sobrevida de los individuos infectados por el
VIH-1 y la tuberculosis, el PPD negativo, el antecedente de infecciones por agentes
oportunistas y la cuenta de células CD4" baja se encuentran asociadas a una elevada
mortalidad.

Se sabe que los individuos infectados por el VIH-1 tienen mas tendencia a desarrollar la
enfermedad tuberculosa_a _partir de una infeccion latente que aquellos que no han sido
afectados por el virus '>7®. tos enfermos infectados por el VIH-1 que contraen la
tuberculosis desarrollan, a menudo, una enfermedad rapidamente progresiva 79.80

En términos generales los nifios son contagiados por los adultos infectados de
tuberculosis pulmonar evolutiva cuyo examen directo del esputo es positivo. De acuerdo
a estimaciones de la OMS, en 1990 hubo 1.3 millones nuevos casos de tuberculosis en
menores de 15 afos, de los cuales 450 mil habian tenido una evolucion fatal ®'. No
obstante estos reportes los datos sobre el impacto de la infeccidon por el VIH-1 sobre la
tuberculosis del nifo son limitados.

Varias técnicas de amplificacién de los acidos nucleicos han sido desarrolladas para el
diagnostico de la tuberculosis en ei adulto pero poco estudiadas en el paciente
pediatrico. La mas estudiada en este sentido es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) que tedricamente es capaz de detectar un bacilo en una toma bioldgica, esta
prueba tiene una sensibilidad y especificidad superior al 90% en pacientes adultos ez

A nivel molecular existen mecanismos celulares que favorecen o evitan ia diseminacion
de la infeccion por el VIH-1 y las micobacterias, en este sentido se encuentra el
fendmeno de apoptosis que en el caso de algunas especies de Mycobactenum la
inhibicién de este mecanismo facilita que la infeccidon por Mycobactenum continGie y
esto favorezca la asociacion de ViIH-1 y tuberculosis en las células pulmonares de estos

enfermos 7.

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisioldgico caracterizado por
cambios morfologicos especificos y degradacion intemucleosomal del DNA 3. Este
mecanismo de muerte celular puede considerarse un mecanismo de defensa contra
infecciones por microorganismos intracelulares pues evita el ensamblaje de particulas
virales y la diseminacién de bacterias.

En el caso de las infecciones virales puede constituir un mecanismo de defensa de la
célula anfitriona existen moléculas que inducen apoptosis y molécuias que inhiben el
desarrollo de la misma. En el caso del VIH-1 se ha observado que la proteina gp120 se
entrecruza con el receptor CD4 en la superficie de las células infectadas lo que produce
cambios conformacionales en ambas proteinas (la viral y la celular) siendo este el
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estimulo o sefalizacién para que se desencadenen las "sefiales” apoptdticas.  También
se ha demostrado gque la infeccidn por el ViH-1 en las células CD4" induce la muerte
celular a través del desarrollo de células gigantes formadoras de sincicios 4.

Oxido Nitrico.

El NO es un radical libre que a bajas concentraciones tiene funciones de senalizacion
en diversos procesos fisiologicos que incluyen el control de la presion arterial,
neurotransmision, aprendizaje zsmemoria. Sin embargo, en altas concentraciones el NO
tiene actividades citotdxicas 5%%. EI NO se produce en los sistemas bioclogicos mediante
la accion de las oOxido nitrico sintasas (NOS). Para evitar confusiones sobre su
denominacion, cabe aclarar que las enzimas que catalizan reacciones sintéticas con la
concomitante hidrolisis de nucledsidos trifosfatados se denominan ‘“ligasas” o
“sintetasas”, en tanto que las que no lo hacen se denominan “sintasas” %7 Estas
enzimas producen NO mediante la oxidacion de L-arginina a L-citrulina requiriendo
NADPH y cinco cofactores/grupos prostéticos FAD, FMN, hemo, tetrahidrobiopterina y
Ca’-Calmodulina. Existen tres isoenzimas codificadas por tres genes diferentes y que
reciben su nombre de acuerdo a los tejidos donde fueron descritas por primera vez,
pero que pueden expresarse en una amplia variedad de estirpes celulares 86 { a Oxido
nitrico sintasa neuronal (NNOS o NOS1), la inducible por citocinas (iINOS o NOS2) y la
endotelial (eNOS o NOS3). iINOS y nNOS son solubles y tienen localizacién citosodlica,
en tanto que eNOS se encuentra asociada a !a membrana celular mediante un acido
miristico en el extremo N-terminal. Estas enzimas son homodimeros, cada monémero
tiene tres regiones funcionalmente imporiantes, el dominio N-tenminal con actividad de
cxigenasa, el dominio C-terminal con actividad de reductasa y una region central que
une calmodulina. La produccion de nNOS y eNOS es constitutiva y sintetizan NO de
manera dependiente de la cantidad de Ca‘ intracelular. Cuando el Ca” se incrementa, a
su vez aumernta la calmodulina que se une a eNOS o NnNOS generando produccion
transitoria de NO. En contraste; iINOS es inducible, pero posee mecanismos de control
transcripcional, une calmodulina fuertemente de manera Ca” independiente por io que
produce concentraciones mayores de NO de manera mas prolongada no vinculada a
los cambios en la concentracion de Ca” intracelutar %2,

El NO juega un papel esencial en la respuesta inmune mediada por células ante la
infeccion por microorganismos intracelulares No solo por su actividad microbicida, pues
es capaz de incrementar el consumo de glucosa en los mononucleares de sangre
periférica a través del incremento en la pemmeabilidad celular a través de quinasas y
fosfatasas y estimulacion del factor nuclear NF-«[3.




JUSTIFICACION:

En la clinica de SIDA en nifios del Hospital de Infectologia dei CMN “La Raza” a lo largo
de 12 arfos, se ha tenido la oportunidad de estudiar 320 pacientes pediatricos con
diagnaéstico de infeccion por el VIH-1. Las edades de estos pacientes oscilan desde |la
etapa neonatal hasta adolescentes de 16 afios. En el periodo comprendido de 1996-
1998, se incrementd el numero de casos de nifios con infeccion por el VIiH-1 y
tuberculosis, de un total de 72 pacientes, 32 (44%) presentaron tuberculosis con patron
de distribucidn miliar, asi mismo el rango de edad fue de 20 a 36 meses, al
efectuarseles estudio de contactos familiares en todos el mismo fue negativo, motivo
por el que se decidio investigar la funcion de las células pulmonares de estos pacientes.

Mycobacterium tuberculosis y VIH-1 son dos patégenos intracelulares que tienen
capacidad de infectar a los macréofagos, afectar sus funciones y utilizarlos como
reservorios. La coinfeccion por ambos patogenos tiene un efecto sinérgico que altera
profundamente las funciones del sistema inmunologico y se asocia con un riesgo muy
incrementado de muerte, razdén por las que se les ha llamado el “dueto maligno” (“the
cursed duet’)®. Las alteraciones inmunoldgicas de los pacientes que cursan con
coinfeccion incluyen reduccién en la respuesta de tipo Tht1 caracterizada por
produccion disminuida de IFN-y y aumento de TGF-f3 y disminucion de células efectoras
por apoptosis por aumento en la expresion de CD95, reduccion en la capacidad de
activacion de linfocitos por falta en 1a expresion de CD28, con refractaria del linfocito T o
tendencia a presentar AICD (activation induced cell death) y decremento en la
produccidn de iNOS por macréfagos ®%° Sin embargo, no se ha reportado si éstas son
semejantes en pacientes con SiDA perinatal. donde la inmunodeficiencia se presenta
muy tempranamente, durante el proceso de maduracion del sistema inmunolégico.

Consecuentemente, en este estudio se pretende establecer en nifios que cursen con
coinfeccion por ViIH-1 y M tuberculosis, la tendencia de las células de lavado
broncoalveolar (LBA) a sufrir apoptosis y comrelacionario con su grado de activacion,
medido por la produccidon de iINOS. Considerando que la iINOS es una enzima
preferentemente producida por macrofagos y que estas células son las mas abundantes
en los LBA, asumimos que estos estudios pueden sugerir algunas funciones de éstas
ceélulas; pero, sera necesario hacer estudios mas profundos para detallar los efectos de
la coinfeccidn sobre los macrofagos alveolares.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

1) ¢Existe VIH-1 en el LBA delos nifos con SIDA perinatal?

2) ¢Existe diferencia en la expresion de INOS en las células de LBA de los
pacientes con SIDA mas tuberculosis comparados con pacientes solo con SIDA?

3) ¢ Existe diferencia en la susceptibilidad a apoptosis en las células de LBA de los
pacientes con SIDA mas tuberculosis comparados con pacientes solo con SIDA?

OBJETIVOS
1. Investigar la presencia del VIH en células de LBA de nifios con SIDA perinatal.

2. Determinar la expresion de iNOS en células de LBA de pacientes con SIDA perinatal,
SIDA mas tuberculosis y tuberculosis en comparacién con las células de L.BA de niflos
sanos.

2. Comparar la proporcién de células apoptdticas en LBA provenientes de los pacientes
con infeccion perinatal por el VIH-1 contra células pulmonares de nifios sanos, nifios
con SIDA y tuberculosis y células pulmonares de nifios con tuberculosis pulmonar




HIPOTESIS (general):

La coinfeccion por VIH-1 y M. tuberculosis en nifos induce profundos trastomos del
sistema inmunoldgico. La falla en la cooperacién de linfocitos T CD4" trae como
consecuencia una activacion ineficiente de los macréfagos pulmonares que se
manifiesta por incapacidad para producir NO y tendencia a sufrir apoptosis. Estos
fenémenos tienen un papel importante en la fisiopatologia de ambas infecciones, pues
promueven la diseminacidon bacteriana y viral. Por lo tanto, debe existir diferencia en |a
expresion de iINOS y la proporcion de apoptosis en células de LBA de estos pacientes,
en comparacion con las células de LBA de nifios sanos y nifos con tuberculosis.

Hipodtesis 1:
Es posible identificar VIH-1 a parir de células de LBA de nifios con SIDA perinatal,
estas células pueden constituir un reservorio viral.

Hipotesis 2:

La coinfeccion por M. tuberculosis y VIH-1 afecta la capacidad de activacion de
macrofagos alveolares, por tanto se espera que la expresion de iINOS sera menor en
células de LBA de nifios con SIDA perinatal mas tuberculosis, en comparacién con
células de niflos solo con tuberculosis o SIDA . :

Hipotesis 3:
ta propormon de células en apoptlosis de los LBA sera mayor en nlnos que cursen con
SIDA  mas tuberculosis, en comparacidon con aquellos que tenga olo SIDA o solo
tuberculosis.

DISENO DEL ESTUDIO :
Tipo de estudio: Clinico Basico. El diagrama de flujo de trabajo se presen
No. 1.

Por el control de la maniobra: Cuasiexperimental.
Por la presencia de grupo control: Comparativo. it

Por la asignacion de sujetos: Antes y después con grupo de control no
Por la captacidn de la informacion: Prospectivo y Iongltudunal
Por la no ceguedad en la maniobra: Abierto.

en la Figura -

LS

VARIABLES:
tndependiente.
Infeccidon por VIH-1, VIH-1 y M. tuberculosis o M. tubem lOsi:

Dependientes. : i i
Proporcion de células de LBA apoptoticas antes de actlvar con PMA.-

Proporcion de células de LBA apoptoticas después de activar con PMA.

Cantidad del transcrito de iINOS que producen las células de LBA después de ser
activadas con PMA.
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DEFINICION CONCEPTUAL DE LAS VARIABLES:

Infeccién por ViH-1. Presencia del virus de la inmunodeficiencia  humana VIH-1 en
células humanas con receptor CD4~

Infeccion por VIH-1 y M. tuberculosis: Presencia del ViIH-1 en célutas humanas con
receptor CD4", presencia de M. tuberculosis en células pulmonares

Apoptosis: Muerte celular programada, caracterizada por cambios morfologicos
especificos (contraccién de la membrana celular, condensacidon de la cromatina y
fragmentaciéon celular de pequerias particulas denominadas cuerpos apoptdticos, es
posible medirla por fluorescencia, a traves de Ia técnica denominada TUNEL (TdT-
mediated dUTP Nick — End Labeling) *© T

Lavado broncoalveolar (LBA): Liquido con diferentes estirpes celulares principalmente
macrofagos y monocitos que forman parte de los mecanismos intrinsecos de defensa
del pulmoén, que se obtiene mediante la instilacion y aspnrac:on de, solucuon salma en los
bronquios utilizando un broncoscopio.

M. tuberculosis: Bacteria acido alcohol resistente causame de la entidad clinica
denominada tuberculosis.

OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE (INOS): Enzima pro&uci&é principalmente por
macrofagos activados que participa en la destruccién de patégenos intracelulares.

Parametros de medicion e indicadores:

Tipos de variables:

Objetivo 1 categonca Positivo o negativo -
Objetivo 2 discreta : Proporcion de células en apoptosus e :

Objetivo 3 discreta : Expresion de iNOS con respecto auna protema que se expresa de
manera constitutiva. Razon iINOS/B-Actina i




MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio. Nifios de O a 13 afoes de edad con infecciéon perinatal por ViH,
de cualquier sexo, nifos con SIDA y tuberculosis, nifios con tuberculosis sin SIDA y
nifos controles sin SIDA, con carta de consentimiento informado firmada por el padre,
madre o tutor. No se incluyeron nifios con tratamiento inmunosupresor y/o esteroideo,
en quienes por los métodos anteriores no fue posible sustentar tuberculosis. Nifios cuyo
padre, madre o tutor no haya firmado carta de consentimiento informado para gue el
menor participara en el estudio, o bien que el menor o sus tutores se rehusaran a
participar en el mismo.

Grupo 1. Se captaron nifios de la consulta externa de la clinica de SIDA del Hospital de
infectologia del CMN “La Raza” con el diagndstico de infeccidn por VIH-1 sin evidencia
de tuberculosis, diagnéstico de SIDA perinatal en etapa C2 y C3 de la infecciéon de
acuerdo a la clasificacion del CDC (Atlanta, USA) de SIDA en Pediatria. No progresion
de peso y talla en el transcurso de 3 meses consecutivos, sin evidencia de infeccion
agregada.

Grupo 2. Se captaron nifos de la consulta externa de la clinica de SIDA del Hospital de
infectologia del CMN “La Raza" con el diagnostico de infeccion por VIH-1 con
diagnostico de tuberculosis pulmonar con cultivo o PCR positiva en LBA para M.
tuberculosis o con cuadro clinico y radiologico de tuberculosis. -
Grupo 3. En el Servicio de Neumologia Pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del CMN “La Raza" se captaron nifios con tuberculosis pulmonar pero
sin infeccion por el VIH-1.

Grupo 4 En el Servicio de Endoscopias Pediatricas del Hospital General “Dr.
Gaudencio Gonzalez Garza” del CMN “La Raza” se obtuvieron LBA de nifios que
ingresaron al servicio refendo para algun procedimiento broncoscopico (vgr. cuerpo
extrano de la via aérea) éstos ultimos fueron ios controles negativos para SIDA y
tuberculosis.

Obtencion de células de LBA. Se colectaron células pulmonares de LBA utilizando un
fibroendoscopio rigido pediatrico (Olimpus M-802). con diametro externo de 3 mm. El
procedimiento se llevé a cabo bajo sedaciéon con midazolam 100 ng/kg de peso. Se
instild 1 ml de solucion salina al 0.9%/Kg a temperatura ambiente y se recolectaron en
tubos plastico de 15 mil. Las células se cosecharon por centrifugacion a 1200 rpm y se
lavaron 2 veces con PBS a temperatura ambiente, se resuspendieron en 10 mi de PBS,
se evalud su viabilidad mediante tincion con azul de tripano, se contaron en una camara
de Neubauer y se ajustaron 5 x 10°% células/ml resuspendiéndolas en 5 ml de PBS.
Tanto las células como los sobrenadantes se almacenaron a -70° C hasta su uso.

Deteccion de infecciéon por VIH-1 en células de LBA.

Con el propdsito de establecer si las células de LBA de los pacientes con SIDA o SIDA
y tuberculosis se encontraban infectadas por el VIH-1 se realizaron tres ensayos
diferentes. Se identificé DNA proviral del gen gag mediante PCR anidada, se identifico
RNA mediante RT-PCR de sobrenadantes de LBA, se realizd cocultivo y determinaciéon
de antigeno p24 para precisar la capacidad infectante de las particulas virales. Para
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demostrar que los métodos de amplificacion de DNA proviral y deteccion de RNA viral
funcionaban adecuadamente, se identificd el gen gag mediante PCR anidada y RT-PCR
a partir de células mononuliceares de en pacientes conocidos con SIDA y testigos sanos
utilizando los métodos que se describen a continuacion.. -

Obtencién de acidos nucleicos.

Se purificd DNA usando TRIzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica previamente
descrita ®7. Brevemente, se adiciond 500 il de TRIzol al botén celular de los LBA, al
homogeneizado se agregaron 100 ul de cloroformo y se mezcld después de 3 min, las
muestras se centrifugaron a 14 000 xg, 15 min a 4°C. se elimind el sobrenadante.
Luego se adicionaron 150 p! de etanol al 100%, se incubd 2-3 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 7500 rpm 5 min a 4 °C y el botén se lavé con 100 il de
citrato de sodio al 0.1M en 2 ocasiones por 30 minutos en rotor de velocidad varable. El
DNA fue resuspendido en etanol al 75% y se incubod a temperatura ambiente durante 20
min , nuevamente se centrifugd a 7500 rpm 5 min a 4 °C, posteriormente se secd y se
resuspendi® en NaOH 8 mM. El DNA se cuantifico espectofotométricamente a 260 nm.

El RNA total se purificé usando TRIzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica
previamente descrita *’. Brevemente, se adiciond 1 ml de TRizol del botén celular de los
LBA, al homogeneizado se agregaron 200 pl de cloroformo y se mezcld después de 3
min, las muestras se centrifugaron a 12 000 xg, 20 min a 4°C. Posteriormente, la fase
acuosa se recuperd en un tubo limpio al cual se le adiciond 500! de isopropanol, se
mezcld y se dejd a temperatura ambiente por 15 min. Después de este tiempo las
muestras se centrnifugaron a 12 000 xg por 10 min a 4°C, se elimind el sobrenadarte y el
botdn fue lavado con 1 mit de etanol al 75%. EI RNA fue resuspendido en 30 u) de agua
tratada con DEPC y se incubd a 65°C durante 20 min. El RNA se cuantifico
espectrofotomeétricamente a 260 nm.

Amplificacion de DNA proviral y RNA de VIH.1.
Se detectd DNA proviral y RNA de ViIH-1 a partir de células y sobrenadantes de LBA
por PCR y RT-PCR, respectivamente.

Los acidos nucleicos se obtuvieron de acuerdo a los métodos descritos en el punto
anterior. Para la amplificacion de DNA se realizd mediante PCR anidada utilizando los
siguientes iniciadores de secuencia (“primers”) del gen gag: Gag1 5-TCC ACC TAT
CCC AAGT AGG AG-3"; Gag2 5-GGT CGT TGC CAA AGA GTG AT-3'; sentido Gag2a
5'-TAA AAG ATG GAT AAT CCT GGG-3'; Gag3a, 5-GCC AAA GAG TGA TCT GAG
GG-3' , que corresponden a las posiciones 1565, 2280, 1591 y 2273, respectivamente,
del gen gag en la clona HXBs (nimero de acceso en el banco de genes de NCB!
AY2628330 gi30720405). La amplificacion se realizo utilizando la siguiente mezcla de
reaccion: dNTPs 0.2mM, Tris HCI 10 mM,KCI 40 mM, MgClz 2.5mM, AmpiTaq-Pol
(BU/ul) 1.25 U y 0.2uM de iniciadores de secuencia Gag 5'2a y Gag 3'Z2a en un
volumen final de reaccidon de 45 ul en un termociclador Perkin Elmer gene amp PCR
system 2400. Con el siguiente protocoio: desnaturalizaciéon 94 °C 2 min, 3 ciclos de
desnaturalizacion 94 °C 10 seg, alineamiento 55 °C 10 seg y extensién 72 °C 30 seg, y
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32 ciclos de desnaturalizacion 94 °C 10 seg, alineamiento 60 °C 10 seg y extension 72
°C 30 seg, y un ciclo final de 72 °C 30 seg. De la primera amplificacién con los
iniciadores de secuencia Gagl1 y Gag2 resulto un producto de 715 pb. La segunda
amplificacion se realizd a partir de 3.0uL del producto de la primera PCR siguiendo el
perfil de temperaturas y reactantes indicado previamente utilizando los iniciadores de
secuencia Gag2a y Gag3a, resultando un producto de 682 pb (Figura No. 2). Una vez
terminada la amplificacién los productos se visualizaron por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 2% en amortiguador TBE1X.

Para la deteccion de RNA se utilizé RT-PCR, la retrotranscripcidon se realizo mezclando
en el tubo micro-amp la cantidad de RNA, 10uL de cada iniciador y Sul. de
amortiguador para RT, dNTPs 0.2mM c/u, MoMulV RT4U, AmpliTaqg-Pol (5U/ul) 1.25U,
en un volumen final de 45 ul. Se realizé una primera hibridacién a 65°C durante 10 min
y se incubd a 42°C durante 60 min al final de los cuales se continud con las
temperaturas y tiempos de amplificacidon descritos anteriormente. A final de la primera
amplificacion, 5ul. del producto se utilizaron para la segunda amplificacion como se
describe previamente y los productos se visualizaron por electroforesis en geles de
agarosa teftida con bromuro de etidio.

Cocultivo de VIH-1. Se investigo |2 presencia de particulas virales viables de ViH-1 en
LBA por su capacidad de infectar in vitro células mononucleares de donadores sanos.
Células de LBA de los pacientes con SIDA se obtuvieron como se describe arriba y se
cocultivaron con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de personas
sanas, purificadas mediante un gradiente de Ficoll y previamente activadas durante 48
hrs con PHA.

Para establecer el cocultivo se colocaron alrededor de 5 x 10° células de LBA en un
frasco de cultivo en aproximadamente 4 ml de_medic RPMI con 10% de SBF +10 U/ml
de IL-2, afiadiendo aproximadamente 1 Xx 107 PBMC-PHA pretratados de individuos
sanos suspendidos también en aproximadamente 4mi. El volumen final de . este
cocultivo fue de 8ml. :

Las células se alimentaron cinco veces a la semana, retirando aproximadamente la
mitad del medio y reemplazandolo con medio fresco en todos los suplementos. Cada 10
dias se adicionaron 5 x 10% PBMC nomales activados con PHA. Los frascos de cultivo
de mantuvieron en forma horizontal hasta alcanzar crecimiento logaritmico (5 x 10* a 1
x 10° células/ml, cuando el cuitivo alcanzaba densidades 6ptimas fue factible subcultivar
el mismo.

Para dar seguimiento a la infeccion se transfirié un ml de sobrenadante de cultivo a un
tubo Eppendorf los dias 3,7,14,21 y 28 y se congelaron a —70 °C hasta la
determinacion de antigeno p24 por ELISA de acuerdo a las recomendaciones del
productor (Sanofi-Pasteur). Para considerar positivo un cultivo se requirieron al menos
de 2 detemminaciones de antigeno positivas, el segundo con valores superiores al
primero.
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Detecciéon de DNA de Mycobacterium tuberculosis. La determinacion de DNA de M.
tuberculosis se realizo por PCR y PCR-anidada. A partir de células de LBA, el DNA fue
aislado usando TRIzol (GIBCO, BRL) de acuerdo a la técnica descrita en el punto
anterior 7. La primera amplificacién por PCR se realizd utilizando oligonucledtidos
especificos para M. tuberculosis de acuerdo a las secuencias y el programa de
amplificacidn previamente descritos "#%° en un termociclador (AMPLITRON ).
Brevemente, primero se realizd una desnaturalizacion a 94 °C 1 min, un ciclo; 35 ciclos
utilizando el siguiente programa: 94°C por 60 seg.; 71°C por 2 min; 72°C por 3 min, y
una extension final a 72 “C10 min un ciclo.. La secuencia de oligonucleotidos fue la
siguiente: MT1 5 TTC CTG ACC AGC GAG CTG CCG 3', MT2 5 CCC CAG TAC TCC
CAG CTG TGC 3, IS5 5 CGG AGA CGG TGC GTA AGT GG3', I1S6 5 GAT GGA CCG
CCA GGG CTTGC 3, PT1 5 CAAGGC GCC GTC GGT GG 3, PT25 CCC CCC ACG
GCA CCG C 3'y PT3 5 CAC CAC GTT CGG GAT GCA CTGC 3', PT4 5 CTG ATG
GTC TCC GAC ACG TTCG 3. Los iniciadores de secuencia MT1 y MT2 amplifican un
fragmento de 506 bp del antigeno « (nimero de acceso en el banco de genes de NCBI
X98154 gi2673860). los iniciadores de secuencia IS5 e IS6 amplifican un fragmento de
989 bp de la secuencia de insercion 1S6110 (numero de acceso en el banco de genes
de NCBI Af3803951 gi15430108), los iniciadores de secuencia PT1 y PT2 amplifican
un fragmento de 401 bp del antigeno mtp40, y los iniciadores de secuencia PT3 y PT4
amplifican un fragmento intermo de 222 bp de! producto de PT1 y PT2 (nimero de
acceso en el banco de genes de NCBI S69737 gi516582) (Figuras No. 3 a 5) . Una vez
realizada la amplificacion. 15 pl de los productos fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1.5%, tefido con bromuro de etidio.

Deteccidn de iNOS. La deteccion de la iINOS se realizo mediante RT-PCR a partir de
células de LBA previamente cultivadas en RPM! con 10% de SFB estimuladas durante
48hs con PMA (80 ng/ml). Los acidos nucléicos se purificaron como se describe en un
punto anterior. La primera cadena de cDNA fue generada mediante trascripcion reversa
(RT) utilizando RT-AMV (Roche Molecular Biochemicals, La Jolla, CA. USA) y mezcla
de hexanucledtidos (Roche) a partir de 1 ng de RNA total en 20ul de mezcla de
reaccion. El producto de la retrotranscripcidon fue utilizado como molde para la
amplificacion por PCR en un termociclador (AMPLITOR 1l), usando oligonucledtidos
especificos para iNOS en humanos y f3-actina por 40 ciclos utilizando el programa (94°C
por 30 seg.; 57°C por 1 min; 72°C por 1.5 min.), de acuerdo a las secuencias de
oligonucledtidos y el programa de amplificacion previamente descritos %%, 1 a
secuencia de oligonucledtidos para la amplificacion de iINOS fueron NOS-1 5°CTG TCC
TTG GAA ATT TCT GTT3" y NOS-2 5° TGG CCA GAT GTT CCT CTA TT3°, que
corresponden a las posiciones 270 y 757 de acuerdo al banco de genes del NCBI
(NM__153292 gi.24041031) con-un producto esperado de 488 pb. Los iniciadores para la
amplificacion de la B-actina fueron 5’ BetaAct-1 5GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA
3" y, BetaAct-2 5CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC3 .que corresponden a las
posiciones 235 y 716 de acuerdo al banco de genes de NCB! (NM_0011101
gi.5016088) con un producto esperado de 481 pb (Figuras No. 6 y 7). Quince pl de los
productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, teAido con
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bromuro de etidio. La amplificacion del molde sin enzima RT-AMV en cada reaccion se
utitizé como control negativo de PCR. La expresiéon de la p-actina fue usada como
control de la integridad y cantidad del RNA. Se realizé analisis densitométrico de los
productos de PCR mediante el programa Kodak® Digital Science 1D, version 2.0.2 para
Wndows®, calculando la razén iINOS/f3-actina.

Cuantificacion de células apoptdticas.

Las células de LBA se cosecharon como se describié anteriormente, se lavaron dos
veces con RPMI-1640 suplementado con SFB al 5% se contaron las células en una
camara de Neubauer utilizando azul tripano para observar viabilidad celular. Para el
control de células sin activar una parte de células obtenidas se utilizé para hacer frotis
(10 mil células/frotis), los cuales fueron almacenadas a 4 C hasta su uso. Las células
restantes fueron ajustadas 4 X 10* células/m! y puestas en cuiltivo en 1 ml de RPMI-
1640 suplementado con SFB al 10% en placas de 12 pozos las cuales contenian en el
fondo un cubreobjetos, se ie adiciond al cultivo PMA (80 nM) y se incubd durante 48 h
y a 37 °C en atmodsfera de 5% CO->. Posteriormente, a las células se les removio el
medio, se lavaron con 500 ul de PBS-1% BSA en 3 ocasiones. El cubreobjetos fue
recuperado y las células adheridas fueron fijadas con una solucidn al 4% de
formaldehido y se incubaron a temperatura ambiente durante media hora. Las células
en apoptosis se determinaron por la técnica de TUNEL * (Figura No. 8) de acuerdo a
las recomendaciones de! productor (Pharmingen). Posteriormente, se observaron a
microscopia de fiuorescencia (Olimpus BX40) y se contaron 10 campos determinando la
proporcion de células fluorescentes. Como controles se utilizaron ceélulas IC21(linea
celular murina de macrofagos). Estas células son adherentes por lo que se despegaron
de la caja de medio de cultivo con PBS-EDTA (20ml). Una vez despegadas las células
de la botella se pasarcn a un tubo Falcon de 50ml, se centrifugaron 7 min. a 1,200 rpm
(4 Xg). Una vez centrifugadas. se desecho el sobrenadante y se resuspendid el botén
celular en 15ml de medio RPMI-1640 al 10% de SFB. Las células se contaron y
ajustaron a 4X10* células/ml y ponerlas en cultivo en 1 ml de RPMI! con 10 % de SFB
en placas de 12 pozos las cuales contiene un portaobjetos en el fondo. Para inducir
apoptosis se utilizo LPS y se incubo durante 48 hrs a 37 °C en atmodsfera de 5% COax,
Analisis estadistico N

Los datos se analizaron utilizando el programa SPSS ver 10 para Windows®. Se
determind la existencia de diferencias significativas para la razén iNOS/B-Actina y para
la proporcion de células apoptdticas, utilizando las pruebas no paramétricas de rangos
de Kruskal-vwallis para todos los grupos y la diferencia entre grupos se determiné
mediante la prueba de Kolmogorov-Smimov para dos muestras.




RESULTADOS.

Descripcion de {os pacientes,

Con el proposito de obtener informacion sobre el estado funcional de las células
pulmonares en pacientes con SIDA perinatal y coinfeccién por M. tuberculosis, se
compard la produccion de iNOS y la propensiéon a desarrollar apoptosis con pacientes
solo con SIDA, solo con tuberculosis, asi como la asociacidon de SIDA con tuberculosis.

Se estudiaron un total de 18 pacientes cuyas caracteristicas generales se presentan en
la Tabla No. 1. Cinco con diagnostico de SIDA perinatal (grupo 1), 3 con SIDA y
tuberculosis (grupo 2) y 3 con tuberculosis sin SIDA (grupo 3). El grupo control {(grupo 4)
estuvo formado por 7 nifos sanos que fueron atendidos en el Servicio de Endoscopias
Pediatricas del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza” del CMN “La Raza”
que ingresaron para broncoscopia por cuerpo extrafno de la via aérea. Todos los
pacientes con tuberculosis (seis) tuvieron PCR positiva para M. tuberculosis realizada
en la Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia (Figura No 9), tanto ios
pacientes solo con SIDA, como los pacientes testigo tuvieron PCR negativa para M.
tuberculosis (datos No mostrados). Los pacientes con SIDA y SIDA mas tubercuiosis se
reclutaron de la consulta externa de la Clinica de SIDA en nifios del Hospital de
Infectologia det CMN “La Raza”, donde se realizdo la exploracion fisica completa,
considerando el indice antropomeétrico para asegurar que ninguno de ellos tuviera algin
grado de desnutricion y que eéste fuera un factor que favoreciera alteracion en la
funcidon de células pulmonares. Todos los nifics se encontraron en la categoria C2 Y

de la infeccién de acuerdo a la clasificacion del CDC de Atlanta, USA '%0:1¢
tratamiento antirretroviral que se encontraban recibiendo los pacientes eran Ios
siguientes: AZT + Lamivucdina + Ritonavired. Al momento del estudio todos los pacientes
se encontraban asintomaticos. Los pacientes con SIDA y tuberculosis (grupo 2) recibian
tratamiento con AZT + Lamivudina +Saquinavire (se substituyo el Ritonavir por la
interaccion farmacoldgica con la Rifampicina. £l tratamiento antifimico fue con: HAIN,
Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol. Los pacientes con tuberculosis sin evidencia de
infeccion por ViH (grupo 3) recibieron Rifampicina, HAIN y Pirazinamida (Tabla No. 2)

Deteccion de DNA proviral de VIH-1 y RNA de VIH-1 en células o sobrenadante de
LBA.
Se determind DNA proviral y RNA de VIH-1 a partir de células o sobrenadante de LBA.
En los 5 pacientes con SIDA (grupo 1) y los 3 pacientes con SIDA y tuberculosis (grupo
2) se amplifico DNA proviral a partir de células o sobrenadante de LBA. Solo en uno de
los tres pacientes con SIDA y tuberculosis fue posible amplificar DNA proviral en células
de LBA (Figura No. 10). Esta aparente discordancia en los resultados se puede explicar
por el numero de células utiizadas para la a J)Ixfcacic’cn de DNA proviral. Se
recomienda amplificar DNA proviral a partir de 1 x 10° células y estos experimentos se
realizaron con un menor numero de células debido al poco rendimiento que se obtuvo a
pantir del LBA. En todos los pacientes con SIDA (ocho) se realizé cocultivo de las
células de LBA con leucocitos de personas sanas y determminacion de antigeno p24 para
evaluar la capacidad infectante de las particulas virales. En ninguno de ellos fue posible
22
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identificar antigeno p24 hasta el dia 28 de cultivo, estos hallazgos sugieren que no hay
replicacion del VIH-1 en estas células. Sin embargo, el haber detectado ViH-1 en LBA
sugiere que el pulmdn puede ser reservorio viral.

Deteccion de iNOS.

Para demostrar que el método de deteccion de iINOS mediante RT-PCR funcionaba
adecuadamente, se realizaron ensayos utilizando leucocitos mononucleares de
personas sanas, de sangre periférica y estimuladas con PMA (Figura No. 11 ). La
amplificacion de la iINOS en los cuatro grupos experimentales se realizé en las células
de LBA estimuladas con PMA, utilizando comoc medida de comparacion el transcrito de
B-actina (Figura No. 11 D y E, Tabla No. 3). Se determind la razén iNOS/pB-actina de la
intensidad de las bandas para tener una medicidon semi-cuantitativa mediante analisis
densitomeétrico de los productos de amplificacién, el cual se presenta en la Figura No.
12. Los tres grupos de pacientes (SIDA, SIDA + TBP y TBP) producen menor cantidad
del transcrito de iINOS con respecto al control de nifios sanos (P= 0.037). Sin embargo,
al comparar cada grupo por separado solo los pacientes con SIDA + TBP presentan
diferencias significativas con respecto al control ( P = 0.03). Considerando que la iNOS
es una enzima se produce principalmente en macréfages y que estas células son
abundantes en LBA, es posiblie conjeturar que no se activan de manera adecuada en
los tres grupos de pacientes, pero el efecto parece ser mayor en los pacientes con
coinfeccion. Sin embargo. el reducido namero de pacientes impide tener fuerza en esta
hipotesis.

Determinacion de apoptosis en células de LBA.

El meétodo para determinar células en apoptosis mediante TUNEL se evalud
primeramente utilizando células 1IC21 estimuladas con PMA. La Figura No. 13C
muestra una microfotografia de fluorescencia donde es posible apreciar células en
apoptosis Los grupos de pacientes se ensayaron de la misma manera y los
resultados se presentan en la Tabla No. 4. En las células de todos los grupos se
encontréo apoptosis previa a la estimulacion con PMA. Sin embargo, los pacientes
parecen tener una apoptosis espontanea mayor en comparacion con el grupo control

(P = 0.006). La apoptosis después de estimular con PMA fue mayor en el grupo de
nifios con tuberculosis (P= 0.017). Aunque solo se observé un efecto importante de
incremento de apoptosis después de la estimulaciéon con PMA en un paciente con SIDA
+ TBP y en este grupo no hay diferencias significativas con respecto al control.

(P = 0.612), esta discrepacia con respecto a lo esperado se debe probablemente al bajo
namero de pacientes estudiados. Sin embargo, estos datos en conjunto sugieren que
las células de LBA de los pacientes con VIH-1 o M. tuberculosis tienden a ser mas
susceptibles a la muerte celular programada, aunque no es posible elucidar el
mecanismo (Figura No. 14).




DISCUSION:

Con el propoésito de estudiar el estado funcional de las células de LBA de pacientes con
coinfeccion por VIH-1 y Mycobacternium tuberculosis, como primer paso se amplificd
DNA proviral de muestras de LBA. Los resultados observados mostraron gue existe
VIH-1 en sobrenadantes de LBA en los nifios con infeccidn por ViIH, situacidn que
sugiere que este compartimiento es un reservorio del VIH-1 en poblacion infantil. Es
importante sefalar que no fue posible amplificar DNA proviral a partir de células de
LBA, a excepcion de un paciente que presentd coinfeccion por VIH-1 y M. tuberculosis.
Este resultado podria ser explicado en parte porque la cantidad de células de LBA
utilizadas para la bdsqueda del gen gag no fue suficiente. El limite de deteccion
requiere de 1x10° células y en la mayoria de los pacientes el ensayo se realizé con
menor numero de células. Por otro lado, la alta proporcion de células apoptdticas
sugiere que en todos los pacientes con SIDA existe una tasa de destruccion celular
muy alta con liberacion de material genético al medio. Esta observacion es consistente
con el hecho de que en ningun paciente fue posible demostrar particulas virales
infectantes en ceélulas de LBA.

La baja produccion del transcrito de iINOS en pacientes con SIDA, SIDA mas
tuberculosis y tuberculosis con relacion a los controles sanos sugiere que las células de
LBA, especificamente los macrofagos, se encuentran en un estado refractario a la
activacion, aunque este estudio tiene la limitacidon de que no se diseiié para identificar a
los macrofagos alveolares mediante marcadores como CD11 o CD14. Por otro lado, {os
resultados de medicidn de apoptosis son consistentes con las observaciones de otros
aotores y sugieren ademas que las células son susceptibles a muerte celular
programada 4792,

Debe considerarse que el mecanismo de proteccion contra la infeccion por
Mycobactenum tuberculosis implica la participacion de linfocitos T CD4® y CD8"
productores de IFN-«y que promueven la activacion de los macrofagos y la formacion del
granuloma, como manifestacion de hipersensibilidcd retardada y %Je los pacnen(es con
SIDA y tuberculosis tiene alteraciones inmunoldgicas importantes 2, La mayoria de los
estudios concuerda en que la falta de activacion de los macriéfagos alveolares se debe
a una falta cuantitativa y cualitativa de linfocitos cooperadores en el micro-ambiente
pulmonar. Asi, a partir células de LBA de pacientes adultos que cursan con coinfecciéon
por VIH-1 y Mycobactenum tuberculosis se ha descrito, que los linfocitos T CD8"
expresan CD95 con disminucién de CD28 y producen menores cantidades de IFN-y 97,
que los linfocitos T CD4" también producen menos IFN-y o2

Los macréfagos activados por IFN-y se convierten en potentes células efectoras con
accién antimicrobiana pues se generan reactivos de oxigeno y NO. En este estudio se
observo que la menor produccion de iINOS se presenté en el grupo de células de LBA
de pacientes en los que coexistia infeccién por ViH-1 y Mycobacternum tuberculosis. Se
ha demostrado que Mycobactenum tuberculosis es capaz de incrementar la apoptosis
de macréfagos alveolares de pacientes con infeccion por VIH-1 %, aumentar 1a
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replicacion viral dentro de los macréfagos y la expresion de CCR5 ®° asi como la
produccién de citocinas inmunosupresoras como TGF-3 e IL-10 o5,

Este estudio adolece de diversas limitaciones experimentales. En primer lugar debe
destacarse [a dificultad técnica y ética para obtener muestras de LBA en pacientes
pediatricos, las cuales frecuentemente se contaminan o tienen gran cantidad de moco y
que resultan en un rendimiento bajo de células debido también al poco volumen de
liquido que se puede utilizar para instilar a los pacientes. De hecho, hasta donde
tenemos conocimiento, no existe en la literatura algun reporte del estado funcional de
las células de LLBA en pacientes con SIDA perinatal. Por ello, el numero de pacientes
estudiados fue muy limitado. Aungue por el disefio experimental, no existe un tamaio
de muestra definido, los datos deben ser tomados con precaucion y debe tratarse de
aumentar el nimero de pacientes estudiados. Otra limitacion importante es la faita de
identificacion fenotipica de las células de LBA. Aungue la iNOS es una enzima que se
produce principalmente en macrdéfagos, en este estudio no fue posible identificar a esta.
poblacion celular. Probablemente, hubiese sido mas conveniente utilizar citometria de
flujo con doble tincidén para células CD14 o C11b positivas y apoptosis. El método de
TUNEL puede determinar apoptosis tardia, pero también en fenémenos de necrosis
puede haber fragmentacion de DNA, por eilo se debio haber detectado también ia
expresion de fosfatidil-serina (PS) en la superficie celular para determinar apoptosis
temprana mediante el ensayo de adhesion de Anexina V.

Sin embargo. esta tesis abre la posibilidad de ampliar el estudio funcional de los
macrofagos alveolares en pacientes pediatricos con SIDA, pues acuerdo a los
resultados, fue posible observar que existe VIH-1 en el LBA de los nifios con SIDA
perinatal. Se pudo demostrar que la coinfeccion con VIH-1 mas Mycobacterium
tuberculosis parece provocar menor expresion de iNOS en las células pulmonares en
comparacion con los otros grupos. El mayor indice apoptdtico se aprecid en el grupo de
células de los ninos con infeccion por el VIH-1 que en el resto . Estos datos en conjunto
sugieren que en las células de LBA de nifios con SIDA o coinfeccién con VIH-1 y M.
tuberculosis existe una mayor susceptibilidad a la apoptosis inducida por activacion y
una menor capacidad de activacion reflejada por una imposibilidad a producir oxido
nitrico.




. EDAD PESO TALLA
GRUPO INICIALES|— =220 SEXO e )
GCE 7 M 19 110
BBA 5 F 17 105
1 SIDA RAAI 13 M a2 157
SSA 6 F 19 116
CGv_ | 7. F 21 | 719
GBLS B F _
2 SIDA + TBP BCs 10 F
PPK 7 F
PRG 13 ™M 37 153
3 B8P cDC 11 F 35 147
FRS 9 F 39 132
1 9 ™ 8.7 NO DET,
Tz 12 F 9.7 NO DET. ___
L3 o2 M 11 NO DET.
a CONTROLES a 12 M 9.5 NO DET.
s 14 M 9 | NODET
& | s F 9.8 NO DET.
7 18 F 12 NO DET.

« La edad de [os controles esta expresada en meses.

Tabla No. 1. . Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en este estudio.
Grupo 1. Nifios de la consulta externa de la clinica de SIDA del Hospital de Infectologia
del CMN “La Raza” con e| diagndstico de infeccion por VIH-1 sin evidencia de tuberculosis,

diagnéstico de SIDA perinatal

en etapa C2 y C3 de la infeccion de acuerdo a la

clasificacion del CDC (Atlanta, USA) de SIDA en Pediatria. No progresion de peso y talla
en el transcurso de 3 meses consecutivos, sin evidencia de infeccion agregada. Grupo 2.
Se captaron nifios de la consulta externa de la clinica de SIDA del Hospital de Infectologia

del CMN “La Raza"” con el diagnoéstico de infeccion por ViH-1

con diagnostico de

tuberculosis pulmonar con cultivo o PCR positiva en LBA para M. tuberculosis o con

cuadro clinico y radiologico de tuberculosis.

Grupo 3. En el Servicio de Neumologia Pediatrica del Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del CMN “La Raza” se captaron nifios y nifias con tuberculosis pulmonar
pero sin infeccion por el ViH-1.
Grupo 4. En el Servicio de Endoscoplias Pediatricas del Hospital General “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del CMN “La Raza" se obtuvieron LBA de nifios que ingresaron al
servicio referido para algun procedimiento broncoscopico (vgr. cuerpo extrafo de la via
aérea) éstos ultimos fueron los controles negativos para SIDA y tuberculosis.
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Figura No. 1. Diagrama de trabajo a partir de {as muestras de LBA.




CARGA VIRAL UNESCIToS TRATAMIENTO

GRUPO INICIALES
No. Absoluto LOG células./ml SiDA B8P
GCE 464,000 57 960 IABC+DOC+NELFINAVIR NR
(LMV+NELFINAVIR+
BBA indotectable | indetoctable aso IRITONAVIR NR
1 SIDA RAAI 224.000| 54 367 IABC+CALETRA NR
INEVIRAPINA+D4T+
SSA 686,900 a8 567 INELFINAVIR NR
CcGV 9.650| 40 525 NEVIRAPINA+DAT NR
GBELS 750,000 59 247 DOI+3TC+RITONAVIR EITFHAAh:‘PBIﬁ‘TN(;:
2 [sipa«Ter| Pes 12400, 4 203 |AZT+3TCeRITONAVIR [iatNe T AMBICINA
PPK 6500 38 227 |azreaTceNELFINAVIR [IAINSRIPAMBICINA
HAIN+RIFAMPICINA
NR NR NR NR lPIRAZINAMIDA
a3 TBP NR NR NR NR HAIN+RIFAMPICINA

[ PIRAZINAMIDA

FRS NR NR NR NR HAIN~RIFAMT:3¢A|NA

f+ PIRAZIN.

NR

4 |CONTROLES)

Tabla No. 2- Carga viral, cuenta de linfocitos T CD4+ y tratamiento de los pacientes.
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Figura No. 2 Esquema que representa la region que se amplificd del gene gag de VIH-1.
Los iniciadores Gag1 5-TCC ACC TAT CCC AAGT AGG AG-3'; Gag2 5-GGT CGT TGC
CAA AGA GTG AT-3'; sentido Gag2a 5-TAA AAG ATG GAT AAT CCT GGG-3'; Gag3a,
5-GCC AAA GAG TGA TCT GAG GG-3, corresponden a las posiciones 1565, 2280, 1591
y 2273, respectivamente, del gen gag en la clona HXBs. de acuerdo al banco de genes
NCB tiene el numero de acceso AY2628330 gi30720405. La amplificacion se realizé de
acuerdo a lo descrito en malerial y métodos. La primera ampilificacion (verde) con los

iniciadores de secuencia

Gagt y Gag2 genera un producto de 715 pb.

La segunda

amplificacion (azul) se realizdé utilizando los iniciadores Gag2a y Gag3a generando un

producto de 682 pb.
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Figura No. 10. Amplificacién de DNA proviral y RNA de VIH.1.Se identificé DNA proviral
o RNA de VIH-1 mediante PCR o RT-PCR anidadas, respectivamente, tal y como se
describe en materiales y métodos. Los iniciadores Gag1 y Gag2 generan un producto de
715 pb. La segunda amplificacion con los iniciadores Gag2a y Gag3a generan un
producto de 682 pb. A. Marcador de peso molecular iX de DNA de fago X174 digerido
con Hae lil (Roche, Cat No. 1 449 460), fotografia tomada del catalogo del productor. B y
C. Pacientes después de la segunda amplificacion. B. Carmil 1, marcador de peso
molecular de acuerdo al pane! A Carril 2. control sin retrotranscriptasa, carril 3, control
negativo, carrit 4, contro! positivo, carriles 5 a 8 pacientes negativos, carriles 9 a 11,
pacientes positivos.
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Figura No. 3. Esquema que representa la region que se amplificd del gene codifi
el antigeno « de Mycobacterium tuberculosis. Los iniciadores de secuencia MT1 y MT2
amplifican un fragmento de 506 bp,. de acuerdo al numero de acceso en el banco de genes
de NCBI X98154 gi2673860. La amplificacion se realizd de acuerdo a lo descrito en

material y métodos,
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Figura No. 4. Esquema que representa la region que se amplilico del gene codifica para
la secuencia de insercion 1IS6110 de Mycobacterium tuberculosis. Los iniciadores IS5 e IS6
amgplifican un fragmento de 989 bp de numero de acceso en el banco de genes de NCBI
Af3803951 gi15430108.
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Figura No. 5. Esquema que representa la region que se amplifico del gene codifica para el
antigeno mtp40 de Mycobacteriurn tuberculosis. Los iniciadores PT1 y PT2 amplifican un
fragmenio de 401 bp del antigeno mtp40 (verde), y los iniciadores PT3 y PT4 ampilifican
un fragmento interno de 222 bp (azul) de acuerdo al numero de acceso en el banco de
genes de NCB) S69737 gi516582.
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Figura No. 9. Deteccién de DNA de Mycobacterium tuberculosis en LBA. Se amplificd
DNA mediante PCR de acuerdo al procedimiento descrito en materiales y métodos. Los
iniciadores IS5 e IS6 generan un fragmento de 989 bp de la secuencia de insercion
1S6110, MT1 y MT2 amplifican un fragmento de 506 bp del antigeno a, PT1 y PT2
amplifican un fragmento de 401 bp del antigeno mtp40, y los iniciadores PT3 y PT4 un
fragmento interno de 222 bp del producto de PT1 y PT2, 15 ul de los productos fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio. . PCR multiple,
carriles 1. Marcador de peso molecular; 2, Amplificacion utiizando DNA de M.tuberculosis
. 3.4, controles negativos. C. PCR anidada. Carril 1, Marcador de peso molecular; 2, 3,
4 , DNA de M.tuberculosis; 5, 6,7, controles negativos. D a H pacientes de 10s grupos 2 y
3 (SIDA y TBP o TBP, respectivamente) después de la PCR anidada D. 1 Marcador de
peso molecular, 2. control positivo, 3. PCS, 4 control negativo. E. 1. Marcador de peso
moloecular, 2. Control positivo, control negativo, 3. GBLS, 4. PPK. F. 1. Marcador de peso
molecular, 2. Control positivo, 3. Control negativo 4. PRG. G. 1. Marcador de peso
molecular, 2. Control positivo, 3. Control negativo, 4. CDC, H. 1. Marcador de peso
molecular. 2, Control positivo, 3. Control negativo, 7. FRS.
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Figura No. 6. Esquema que representa la region que se amplificd del gene codifica para
iINOS humana. Los iniciadores NOS-1 y NOS-2, que corresponden a las posiciones 270 y
757 de acuerdo al banco de genes del NCBI (NM_153292 gi.24041031), generan un con

un producto 488 pb.
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Figura No. 7. Esquema que representa la region que se amplificd del gene codifica para
ta f-actina humana. Los iniciadores . Los iniciadores BetaAct-1 y. BetaAct-2
corresponden a las posiciones 235 y 716, respectivamente, de acuerdo al banco de genes
de NCBI (NM_0011101 gi.5016088} y generan un producto esperado de 481 pb.




DENSIDAD MAXIMA RAZON
GRUPO INICIALES [ A CTINA iINOS iNOS/b-actina
GCE 232 113 0.5
BBA 224 0.9
1 SIDA RAAL 242 0.1
SSA 123 1.2
_cov |88 | 0.9

GBLS 240 0.4
2 SIDA + TBP PCS 239 0.1
PPK 228 0.3
PRG 106 04
3 TBP €bC 210 0.1
FRS 224 0.8
1 242 0.7

2 251 o8

3 a3 a4 :

4 CONTROLES 2 251 [oX: i

5 186 1.3 i

& 172 1.2 B

7 104 2.5 i

Tabla No. 3. Analisis densitomeétrico de la amplificacion de iNOs y f-actina. Se
realizé andlisis densitomeétrico de los productos de PCR mediante el programa Kodak®
Digital Science 1D, versidon 2.0.2 para Wndows®, calculando la razén iNOS/B-actina..de
acuerdo a la electroforesis que se presenta en la Figura No. 10
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Figura No. 11. Ampilificacion del gene de la iNOS en células LBA.

La deteccion de la INOS se realizé mediante RT-PCR a partir de células de LBA cultivadas
con PMA, como se describe en material y métodos. La expresion de la B-actina fue usada
como control de la integridad y cantidad del RNA. Se realizé analisis densitométrico de los
productos de PCR mediante el programa Kodak® Digital Science 1D, versién 2.0.2 para
Wwndows®, calculando la razén iNOS/p-actina. A. Marcador de peso molecular XIV de
Roche, de 100 pb (Cat. No 1 721 933) de acuerdo al catalogo del productor. B. Marcador
de peso molecular de 100 pb de Invitrogen Life Technologies (Cat. No. 10380-012) de
acuerdo al catdlogo de productor. C. Leucocitos mononucleares de personas sanas, de
sangre periférica y estimuladas con PMA. Carril 1, ampificacion de la iINOS, Carril2.
Testigo sin retrotranscriptasa. Carril 3, testigo negativo sin estimulacion con PMA. en Carril
4, marcadores de pesc molecular. Carril §, testigo de aplificaicon de B-actina sin
retrotranscriptasa, Carril 6, amplificacion de B-actina. D,. Amplificacion de iNOs en los
sujetos de estudio. Carriles 1, 15 y 25, marcadores de peso molecular. Carriles 2,3, 15y
16, testigos positivos, carmml 4 testigo negativo. El resto son pacientes, E. Amplificacién de
fB-actina. Carriles 1, 14, 15 y 26, el resto son duplicados de las muestras del gel en D.
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Figura No. 12, Produccién del transcrito de iNOS en los diferentes grupos
experimentales. Se realizé analisis densitométrico de los productos de PCR mediante el
programa Kodak® Digital Science ID, version 2.0.2 para Wndows®, calculando la razén
iNOS/p-actina. Datos de acuerdo a la Tabla No. 3. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se
obtuvo una P = 0.037. La prueba para dos muestras independientes de Kolmogorov-
Smirvov comparando el grupo control contra los otros grupos produjo los siguientes
resultados: SIDA P = 0.683, SIDA + TBP P= 0.03, TBP P = 0.308.
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Figura No. 8 . Diagrama que representa el principio de la técnica de TUNEL (TdT-
mediated dUTP Nick — End Labeling) para la detecciébn de apoptosis tardia medlante

microscopia de fluorescencia.




APOPTOSIS (%),
GRUPO INIGIALES | —Si\N PMA | CON PMA_

GCE 15 18

BBA 18 12

1 siDA RAAI 10 ] 16
SSA 4 19

CcGvVv 12 16

GBLS 7 17

2 SIDA+TBP | __PCs & T 3
PPK & y 6

PRG 8 16

3 TBP CcDC 7 16
FRS 6 17
1 2 4
2 1 [S]

- a a

4 CONTROLES 4 2 a4
S 3 5
[=] 2 3
7 5 5

Tabla No. 4. Proporcién de células en apoptosis en los diferentes grupos
experimentales. Las células de LBA se cultivaron con o sin PMA durante 48 h y la
proporcion de ceélulas en apoptosis se determind por TUNEL de acuerdo a las
recomendaciones del productor (Pharmingen) mediante microscopia de fluorescencia
{Olimpus BX40). de acuerdo a lo descrito en material y métodos.




Figura No. 13. Determinacion de ceélulas en apoptosis.

Las céluias de LBA se cultivaron con o sin PMA durante 48 h y la proporcion de células en
apoplosis se determind por TUNEL de acuerdo a las recomendaciones del productor
{(Pharmingen) medinante microscopia de fluorescencia (Olimpus 8X40), de acuerdo a lo
descrito en material y metodos. A. Control normal en luz visible, B. Control normal sin
activar con PMA. C. Control normal inducido con PMA. D. Paciente con SIDA sin activar
con PMA. E. Acercamiento de F. Paciente con Tuberculosis y SIDA sin activar con PMA.
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Figura No. 14. Comparacion de ia proporcion de células en apoptosis en los diferentes
grupos experimentales, antes y después de estimular con PMA. Datos de . acuerdo a la
Tabla No. 4. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se obtuvo una para los grupos sin
estimular don PMA P = 0.006 y estimulando con PMA de 0.015. La prueba para dos
muestras independientes de Kolmogorov-Smirvov comparando el grupo contro! contra los
otros grupos sin estimular con PMA produjo los siguientes resultados: SIDA P = 0.048,
SIDA + TBP P = 0.03, TBP P = 0.03. La misma prueba comparando el grupo contro!
contra los otros grupos después d estimular con PMA dio los siguientes resultados: SIDA
P = 0.006, SIDA + TBP P = 0.612, TBP P = 0.017.
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